



~~ HOPPE-SEYLER'S ZEITSCHRIFT 


fiir 


: eo PHYSIOLOGISCHE CHEMIE 


fortgefihrt von A. KOSSEL 























rs 


und unter Mitwirkung von 


‘ E, ABDERHALDEN-Halle, D. ACKERMANN-Warzburg, M. BERGMANN- 
Dresden, P. BRIGL-Hohenheim, 8. EDLBACHER-Heidelberg, G. EMBDEN- 
n Frankfurt a. M., H.v.EULER-Stockholm, H. FISCHER-Minchen, K. FREU- 
DENBERG- Heidelberg, W. GULEWITSCH-Moskau, O. HAMMARSTEN- 
Upsala, 8. G. HEDIN-Upsala, B. HELFERICH-Leipzig, V. HENRI QUES-Kopen- 
. hagen, M.HENZE-Innsbrack, G. HOPPE-SEYLER-Kiel, J. KAPFHAMMER- 
Freiburg i. Br.. 0. KESTNER-Hamburg, L. KREHL-Heidelberg, R. KUHN- 
1 Heidelberg, F. KUTSCHER-Marburg, H. LIEB-Graz, CARL TH. MORNER- 
1 Upsala, F.v. MULLER-Minchen, J. P. PAWLOW- Leningrad, P. PFEIFFER- 
Bonn s. Rh., W.E. RINGER-Utrecht, 0. SCHUMM-Hamburg, 8. P.L. SOREN- 
SEN-Kopenhagen, H.STEUDEL-Berlin, 8. THANNHAUSEB-Freiburg i. Br., 

E. WALDSCHMIDT-LEITZ-Prag, H. WIELAND-Miinchen, 

R. WILLSTATTER-Minchen, A. WINDAUS- Gottingen, 

E. WINTERSTEIN-Zirich, R. v. ZEYNEK-Prag 


herausgegeben von 


F.KNOOP und K. THOMAS 


TObingen Leipzig 





Zweihundertundachter Band 


Viertes Heft 


Mit 6 Figuren im Text 


(Ausgegeben am 7. Juni 1932) 


BERLIN und LEIPZIG 1932 
WALTER DE GRUYTER & CO. 


vormals G. J. Gischen’sche Verlagshandlung - J. Guttentag, Verlagsbuch- 
handlung - Georg Reimer - Karl J. Triibner - Veit & Comp. 








ZWEIHUNDERTUNDACHTER BAND 
VIERTES HEFT 


_Inhalt 


Butenandt, Adolf, und Inge St8rmer. Uber isomere Follikelhormone. 
Untersuchungen tiber das weibliche en 7. rca one 


Mit 5 Figuren im Text. .. . 129 


Butenandt, Adolf, Inge Stérmer vee Ulrich Westphal. Belteige 
zur Konstitutionsermittlung des Follikelhormons. I. Untersuchungen 
tiber das weibliche ee 8, on Mit 1 esas 


eR ee ? ; ‘s 149 


Euler, Hans v., und Ragnar Nilsson. Adenosintiphosphortare i 


Co-Zymase .. . 173 


Sch8nheimer, Rudolf, Edmund deli: und is Hrdine. Uber ‘es 


Auftreten ungekuppelter Gallensiiuren in menschlicher Galle . . 182 





An unsere Mitarbeiter! 


Es ist unbedingt notwendig, daf alle zur Hinsendung gelangenden Manu- 
skripte in gut lesbarer, méglichst Maschinen-Schrift, gehalten sind. Nach- 


trdgliche Korrektwren verursachen wesentliche Kosten, die sich naturgemaf 


auf die Preisgestaltung der Zeitschrift mit auswirken miissen, wenn sie nicht 
den Herren Autoren berechnet werden sollen. Leicht lesbar abgefafte Manu- 
skripte ermdglichen auch der Redaktion eine raschere Priifung als schwer 
leserliche und kinnen infolgedessen schneller zum Druck gelangen. 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir physiologische Chemle erscheint in 
Banden zu 6 Heften. Preis des Bandes 15 Mark. 

Die in dieser Zeitschrift erscheinenden Arbeiten werden, wenn es nicht aus tech- 
nischen Griinden unmdglich ist, in der Reihenfolge, in welcher sie der Redaktion’ zugehen, 
aufgenommen. — Kurze Notizen oder Bemerkungen zu anderen Arbeiten werden in der 
Regel am Schlu8 des Heftes und auBerhalb der Reihenfolge des Eingangsdatums mitgeteilt.— 
Bereits in anderen Zeitschriften verdffentlichte Arbeiten sowie Referate tiber bereits publi- 
zierte Arbeiten werden nicht aufgenommen. 

Das Honorar betrigt fiir den Druckbogen 40 Mark. Von jeder Arbeit im Umfang 
bis zu 1//, Druckbogen werden dem Verfasser 100 Sonderabdrucke kostenfrei geliefert, von 
umfangreicheren Arbeiten nur 60. 

In bezug auf die Rechtschreibung der Fachausdriicke sind bis auf weiteres die 
Publikationen der Deutschen Chemischen Gesellschaft maSgebend. In zweifelhaften Fallen 
wird der etymologische und internationale Standpunkt vor dem phonetischen bevorzugt. 

Fir die Abkirzungen und Zitate gelten die von der Vereinigung der medizinischen 
Fachpresse herausgegebenen Richtlinien. Demnach fallen ,,Bd.‘‘ und ,,8.‘‘ fort. (Zitiert 
wird am besten die ‘se Seite.) Namen, die im Text stehen, kénnen im Zitat 
fehlen, von Vornamen genigt der Anfangsbuchstabe. 


Professor Dr. F. Knoop, Tibingen, Physiologisch-chem. 
Institut, Gmelinstr. 8 oder Professor Dr. K. Thomas, 


Anschrifit fir Manuskriptsendungen: | 
Letpzig C 1, Phystologisch-chem. Institut, Liebigstr. 16 pt. 


Seite 











Uber isomere Follikelhormone. 
Untersuchungen iiber das weibliche Sexualhormon, 7. Mitteilung.') 


Von 
Adolf Butenandt und Inge Stérmer. 
Mit 5 Figuren im Text. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitaéts-Laboratorium Gdéttingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 7, April 1932.) 


Als vor 2%/, Jahren das Follikelhormon der Frau aus 
Schwangerenharn rein dargestellt wurde*), war damit die Még- 
lichkeit seiner Konstitutionsermittlung gegeben. Wir haben zu- 
nichst geglaubt, daB sich dem Erreichen dieses Zieles nur die 
Frage nach der Zuginglichkeit des Krystallisates erschwerend in 
den Weg stellen wiirde, doch haben sich bald eine Reihe von 
Problemen ergeben, die zunichst zu klaéren waren, bevor wir 
hoffen konnten, den Abbau des Follikelhormons mit Erfolg vor- 
zunehmen. 

Die Sicherung der Molekularformel des Follikelhormons 
hat Sehwierigkeiten bereitet, die in der schweren Verbrennbar- 
keit des Hormons und seiner Derivate lagen und Veranlassung 
caben, viel Material fiir die Darstellung und analytische Priifung 
funktioneller Derivate zu verwenden. In der letzten Mitteilung?) 
hatten wir die friher*) von uns aufgestellte Formel C,,H,.0, fiir 
den weitaus wahrscheinlichsten Ausdruck der Molekularzusammen- 
setzung angegeben, unsere weiteren Untersuchungen®) haben diese 
Zusammensetzung stiitzen kénnen; in Ubereinstimmung mit dem 
auf ausgezeichneten Analysenwerten fuBenden Ergebnis der 
letzten Arbeit von E. A. Doisy und Mitarbeitern®) sehen wir 
fir das Follikelhormon die Formel C,,H,.O, als gesichert an. 

Gr6Bere Schwierigkeiten haben uns die seit lingerer Zeit 
gemachten Beobachtungen bereitet, daB die physikalischen, 
physiologischen und chemischen LEigenschaften der Hormon- 


1) 6. Mitteilung: Diese Z. 199, 243 (1931). 

2) Naturw. 17, 879 (1929); Diese Z. 191, 127 (1930). 

3) Diese Z. 199, 243 (1931). 

4) Diese Z. 191, 140 (1931). 

5) Vgl. Z. angew. Chem. 44, 905 (1931). 

6) Thayer, Levin u. Doisy, J. of biol. Chem. 91, 791 (1931). 
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krystallisate verschiedener Darstellung innerhalb gewisser Grenzen 
schwankten, die nicht durch Fehler unserer Messungen bedingt 
sein konnten. In einer Zeit, in der wiederholt die Meinung ge- 
aiuBert wurde!), daB die Isolierung des Folhkelhormons nicht 
sicher gegliickt sei, haben wir doppelt die Verpflichtung emp- 
funden, diesen UnregelmaéBigkeiten nachzugehen. Thr Studium 
hat uns zu der Erkenntnis gefiihrt, daB es mehrere einheit- 
lich zu charakterisierende Krystallisate gibt, welche 
die hormonale Wirksamkeit eines Follikelhormons ent- 
falten. 

Da es fiir die Betrachtung dieser Erscheinungen notwendig 
ist, stellen wir zunichst die wichtigsten Eigenschaften des Follikel- 
hormons zusammen, soweit wir sie fiir eindeutig gesichert halten 
und bemerken, daB wir das hier gekennzeichnete (im Jahre 1929 
erstmalig dargestellte) Krystallisat mit der bisher héchsten 
physiologischen Wirksamkeit als das «-(Follikel-)Hormon be- 
zeichnen werden.?) 


Die Charakterisierung des «-Follikelhormons. 


Die nach unserer Methodik*) darstellbaren, durch haufiges 
Umkrystallisieren aus verdiinntem Alkohol zu reimigenden Kry- 


1) Vgl. dariiber: Diese Z. 199, 245 (1931). 

2) Es ist notwendig, nochmals auf die Nomenklatur des Follikel- 
hormons einzugehen, nachdem im letzten Jahre die Verwirrung noch gréfer 
geworden ist. Meine letzte Stellungnahme [,,Untersuchungen tiber das weib- 
liche Sexualhormon‘‘ — _ Berlin, Weidmannscke Buchhandlung 1931; 
S. 74/75] ist irrtiimlich dahingehend gedeutet worden, als ob ich die Be- 
zeichnung ,,Theelin‘‘ angenommen hatte; das ist nicht der Fall, ich hatte 
nur im Interesse einer unbedingt notwendigen Einigung den Vorschlag 
,.Progynon‘’ zuriickgenommen, zumal gegen ihn geltend gemacht worden 
war, daB er als Handelsbezeichnung diene. Da inzwischen auch der Name 
»Tbeelin‘s patentrechtlich geschiitzt und als Handelsbezeichnung verwendet 
wurde, erfiillt er ebensowenig die Anforderung eines ,,neutralen“‘ Vorschlags, 
wie etwa ,,Progynon‘’. Wahrend in England die Bezeichnung ,,Oestrin“ fiir 
das Follikelhormon allgemeine Verwendung findet, ist neuerdings mancher- 
orts leider der Fehler gemacht worden, das von Marrian isolierte Hormon- 
hydrat als solches (im Gegensatz zum Hormon selbst) als ,,Oestrin“ zu be- 
zeichnen. Nachdem E. Laqueur im Interesse einer méglichen Einigunz 
kiirzlich seine viel altere Bezeichnung ,,Menformon“ zuriickzog und fiir den 
allgemeinen Begriff ,,Follikel- (oder Follikula-)Hormon“ eintrat, habe ich 
mich entschlossen, zunachst an dieser bisher geiibten Bezeichnungsweise fest- 
A. Butenandt. 


zuhalten. 
3) Diese Z. 191, 127 (1930). 
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stalle des a-Hormons, die in ihrem féuf8eren Habitus friiher!) ein- 
gehend geschildert wurden, zeigen nach unseren wihrend des 
letzten Jahres gewonnenen Erfahrungen einen Schmelzpunkt 
yon 255° (unkorr.); einen héheren Schmelzpunkt haben wir nie- 
mals beobachtet, niedrigere, haufig ebenfalls konstant zu findende 
Schmelzpunkte beruhen auf Mischkrystallbindung. Die optische 
Drehung des a«-Hormons betrigt [«]p = + 156—158°, das in 
Fig. 1 wiedergegebene Absorptionsspektrum im Ultraviolett zeigt 
ein charakteristisches Maximum bei 280—285 my.?) 
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Fig. 1. 
Absorptionsspektrum des hochwirksamen a-Hormons. 0,02°/, in absolutem Alkohol. 


Das a-Hormon ist ein Oxyketon der Formel C,,H,.0,, es 
ist am leichtesten und eindeutigsten durch sein Benzoat?*) zu 
charakterisieren, welches ausgezeichnet aus reinem Alkohol kry- 
stallisiert und wegen seiner leichten Reindarstellung besonders 
zur Identifizierung geeignet ist; das Benzoat des «-Hormons zeigt 
einen konstanten Schmelzpunkt von 217,5° (unkorr.), bei der- 
selben Temperatur schmilzt die wieder erstarrte Schmelze. 


Friiher berichteten wir iiber die Darstellung eines Acetates*) (Schmelz- 
punkt 126°) und E. A. Doisy*) charakterisierte das Hormon erstmalig durch 
einen Methylather vom Schmelzp. 165°, dessen Schmelzpunkt wir zu 167 
bis 168,5° ermittelten. Als Derivate der Carbonylgruppe berichteten wir 
liber ein Oxim®) vom Schmelzp. 233°, dessen Schmelzpunkt spiter von 
KE. A. Doisy*) zu 229° gefunden wurde, und iiber ein Semicarbazon, das 
nach den ersten Untersuchungen®) sich bei 246°, nach spiteren Befunden’) 


1) Diese Z. 191, 127 (1930). 

*) Nach einer friiher [Diese Z. 191, 143 (1930)] mitgeteilten Messung 
fanden wir ein erhéhtes Ansteigen der Kurve im Gebiet kiirzerer Wellen. 
Diese Beobachtung haben wir niemals wieder machen kénnen, ihre Ursache 
ist ungeklart. — Die Absorptionsmessungen verdanken wir Herrn ed. chem. 
Pallutz. 

3) Diese Z. 191, 151—153 (1930). 4) Vgl. Anmerkung 6, S. 129. 

5) Diese Z. 191, 147 (1930); 199, 265 (1931). 

6) Diese Z. 199, 265 (1931). *) Z. angew. Chem. 44, 905 (1931). 


9* 
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bei 258—260° zersetzte. Das a«-Hormon liefert mit Sicherheit diese ent. 
sprechenden Derivate, doch mu8 nach unseren gegenwartigen Kennt. 
nissen durchaus als unsicher gelten, wieweit sich die in der 
Literatur beschriebenen Derivate tatsachlich vom «-Follike}]. 
hormon ableiten. Wegen der schweren Zuginglichkeit des Hormons wird 
die Klarung dieser praparativen Fragen erst allmahlich méglich sein. 
Weitaus am wichtigsten ist die Charakterisierung des 
a-Follikelhormons durch seine physiologische Wirksamkeit 
im Allen-Doisy-Test; daritber haben wir schon 1980 ausfiihr- 
lich berichtet!): auch nach neueren Auswertungen kommt dem 
a-Hormon bei einmaliger Dosierung (in Ollésung) ein Wirkungs- 
wert von 8—10 Millionen ME pro Gramm zu, hei unterteilter 
Dosierung (4—6malige Injektion innerhalb von 40—48 Stunden, 
gelést in Ol oder Wasser?) steigt der Wirkungswert auf 40 Mil- 
lionen ME und dariiber. Das «-Follikelhormon lést dem- 
nach bei geeigneter Dosierung schon mit 0,025 y einen 
einmaligen Brunstzyklus an der kastrierten weiblichen 


Maus aus. 


Uber die physiologische Wirksamkeit der funktionellen Derivate 
des Follikelhormons. 


Zu wichtigen Resultaten haben die Untersuchungen iiber 
die physiologische Wirksamkeit der reinen krystallisierten Deri- 
vate des Follikelhormons gefiihrt.2) Wir kennen sowohl Derivate 
der Hydroxylgruppe, als. auch der Ketogruppe, welche die physio- 
logische Wirksamkeit des Hormons eingebiiBt haben: dies ist der 
Fall beim Methylaither und beim Semicarbazon. Eine zweite 
Gruppe von Derivaten ist dadurch gekennzeichnet, daB die physio- 
logische Wirksamkeit sich in charakteristischer Weise andert: sic 
kann gegeniiber dem Ausgangsmaterial sowohl erhéht, wie ver- 
mindert sein, ausnahmslos ist sie aber dadurch gekennzeichnet, 
daB sie protrahiert ist, d. h. spaiter einsetzt und sich tiber einen 
lingeren Zeitraum erstreckt. Die wichtigsten Derivate dieser 
Gruppe sind das Benzoat und das Oxim: das Benzoat hat 
einen héheren Wirkungswert als das Hormon selbst (etwa 10 bis 
12 Millionen ME pro Gramm bei einmaliger Injektion, gegeniiber 
8—10 Millionen ME pro Gramm des Hormons), es wirkt tiberdies 





1) Diese Z. 188, 1 (1930). 
2) Bei protrahierter Injektionstechnik ist die Art des Lésungsmittels 
ohne nennenswerten EinfluB; vgl. Marrian, Chemistry a. Industry 1931. 


3) Vgl. Z. angew. Chem. 44, 905 (1931). 
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stark protrahiert!), das Oxim des Hormons hat eine wesentlich 
ceringere Wirksamkeit (1 ME ~ 2), die aber ebenfalls erkennbar 
verzogert ist. Die Wirksamkeit von «-Hormon, «-Benzoat und 
yon Oxim (Schmelzp. 227°) ist in Fig. 2 vergleichend wieder- 
vegeben. 

Wir erklaren diese Befunde folgendermaBen: Wenn der 
Organismus nicht imstande ist, aus den Derivaten das Hormon 
zu regenerieren (Methylither, Semicarbazon), so vermédgen die 
entsprechenden Derivate keine physiologische Wirksamkeit zu 
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entfalten; findet aber im Organismus eine allmiahliche Spaltung 
statt, so ist der Eintritt der Wirkung verzégert; erfolgt die 
Spaltung schwer und unvollkommen, so ist die Wirksamkeit 
ceschwacht (Oxim), erfolgt sie leichter, aber doch tiber einen 
lingeren Zeitraum, so erleidet der Organismus — in Analogie 
zum normalen physiologischen Geschehen — einen fortlaufend 
kleinen, aber stetigen HormonstoB, wodurch eine héhere und 
verlangerte Wirksamkeit bedingt ist (Benzoat). 

Wir ziehen aus diesen Befunden folgende — nicht unwesent- 
liche — Schliisse: 

1. Sowohl die freie Hydroxylgruppe, wie auch die Carbonyl- 
sruppe des Follikelhormons sind fiir seine physiologische Wirk- 
samkeit notwendig; 

2. man ist imstande, diejenige physiologische Wirksamkeit 
einer Lésung, welche auf vorhandenem Follikelhormon C,,H,.0., 


1) Friiher war dieses Verhalten an benzoylierten Rohlésungen schon 
beobachtet und beschrieben [Diese Z. 191, 149 (1930)]. 
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beruht, durch erschOpfende Methylierung mit Dimethylsulfat oder 
durch Umsatz mit Semicarbazid zum Verschwinden zu_ bringen 
und auszuschalten. Die Anwendung dieser Methodik kann zur 
Entscheidung mehrerer physiologischer und chemischer Frage- 
stellungen Verwendung finden; 

3. ist eine zu untersuchende Substanz durch eine deutlich 
protrahierte Wirksamkeit ausgezeichnet, so kénnen wir darin 
einen Hinweis erblicken, daB sie nicht als solche wirksam ist, 
sondern im Organismus in wirksames Hormon iwbergeht. 


Die Charakterisierung des Hormonhydrates. 


Den wichtigen Arbeiten von G. F. Marrian!) verdankt man 
den ersten Hinweis darauf, daB im Schwangerenharn neben dem 
oben charakterisierten «-Follikelhormon mindestens ein weiterer 
Stoff zugegen ist, der ahnliche hormonale Wirkungen entfaltet, 
sich aber in seinen chemischen und physikalischen Eigenschaften 
weitgehend vom Hormon C,gH,.0, unterscheidet. Diese Befunde 
wurden sowohl von E. A. Doisy?) wie von uns%) bestiatigt: es 
handelt sich um ein schwer lésliches Krystallisat der Zusammen- 
setzung C,,.H,,0,, das im Gegensatz zum Follikelhormon keine 
Carbonylgruppe, sondern drei Hydroxylgruppen enthilt. 

Ks ist gelungen, dieses Krystallisat mit dem Hormon zu 
verkniipfen; unter Abspaltung von Wasser kann es in das Follikel- 
hormon C,,H,,.O, ibergefiihrt werden*), demnach handelt es sich 
um ein Hydrat des Hormons und ist als solches bezeichnet 
worden. In unserer letzten Mitteilung*), die gerade diesem 
Problem gewidmet war, berichteten wir schon iiber folgende Beob- 
achtungen: Wohl war es méglich, bei Einhaltung der von G. F. 
Marrian angegebenen Bedingungen das Hormonhydrat mit den 
von ihm mitgeteilten Eigenschaften (Schmelzp.269°, [a ]p = + 34,4°; 
1 ME = 0,7 y) darzustellen, doch durch geringfiigige Variationen 
der Darstellungsmethode wurden Hormonhydratzubereitungen ge- 
wonnen, welche in ihren physikalischen Eigenschaften wenig von 
dem zuniichst isolierten Stoff abwichen, keine Schmelzpunkts- 
depressionen mit ihm und untereinander lieferten, annahernd die 
gleiche chemische Zusammensetzung zeigten, sich jedoch in der 
physiologischen Wirksamkeit (75000 ME bis 1,25 Millionen Mi: 





1) Biochemic. J. 24, 435 u. 1021 (1930). 
2) J. of biol. Chem. 91, 641ff. (1931). 
3) Diese Z. 199, 243 (1931). 
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pro Gramm) wesentlich voneinander unterschieden. Wir hatten 
die Frage diskutiert, ob mehrere (isomere) Hormonhydrate im 
Schwangerenharn vorligen oder ob die physiologische Wirksam- 
keit der héher wirksamen Hydratzubereitungen auf einer Misch- 
krystallbildung mit Follikelhormon beruhe und das Hydrat selbst 
vielleicht sogar ohne Wirksamkeit sei. Mit der Entscheidung 
dieser Fragen haben wir uns im letzten Sommer beschaftigt.') 

Wir konnten vor allem folgende verschiedene Hydrat- 
zubereitungen darstellen und untersuchen: 


1. Hormonhydrat Schmelzp. 279° Wirksamkeit 75000 ME pro g. 
2. 9” - 273—276° ‘a 100000 ME pro g. 
3. 9 a 266—268° 2 250—300000 ME pro g. 
4. 9 ” 263° * 800000 ME pro g. 
5. ” - 268,5° - 1250000 ME pro g 


(Originalprip. Marrian?). 


Die Frage, ob es sich bei diesen Zubereitungen um schwer 
trennbare Mischkrystallisate von remem Hydrat mit Follikel- 
hormon handelt, war auf Grund der oben’) angefiihrten Krkennt- 
nisse leicht zu beantworten: Das Hydrat setzt sich als Triol mit 
Semicarbazid nicht um, wihrend wir die Kondensation des 
Follikelhormons mit Semicarbazid zum physiologisch unwirk- 
samen Semicarbazon erérterten. Im Falle der Mischkrystall- 
bildung war zu erwarten, daB die verschiedenartigen Hormon- 
hydratkrystallisate durch Umsatz mit Semicarbazid simtlich in 
ein gleichwirksames (von Hormon befreites) Hydrat wbergefiihrt 
werden kénnten; der Versuch hat diese Erwartung eindeutig be- 
stitigt: die Wirksamkeit samtlicher Hydratfraktionen 
klingt nach dem Umsatz mit Semicarbazid ab bis auf 
den konstanten Wert von etwa 75000 ME pro Gramm‘); 
in den Fallen, wo die Substanzmenge ausreichend war, konnten 
wir das Semicarbazon des Hormons isolieren und durch Schmelz- 
und Mischschmelzpunkt (257°), sowie durch die Stickstoffprobe 
identifizieren, wahrend aus den vom Kondensationsprodukt be- 
freiten Mutterlaugen das Hydrat selbst darstellbar war. Wir 
clauben, daB unsere Versuche eindeutig beweisen, daB alle von 
uns untersuchten ,,verschiedenen“’ Hormonhydrate aus Schwan- 





1) Vgl. Z. angew. Chem. 44, 905 (1931). 
2) Hier handelt es sich um das schon friiher von uns vergleichend 
charakterisierte Praparat, das uns von Herrn Dr. Marrian iiberlassen wurde. 
3) Vgl. oben S. 133—134. 
4) Ausgewertet in einmaliger Injektion in Ollésung. 
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gerenharn Mischkrystallisate sind, deren eine Komponente das 
reine Hormonhydrat darstellt. 

Durch wiederholte Verteilung von Hormonhydratzuberei. 
tungen zwischen verdiinntem Alkohol und Benzol*) oder ver- 
diinntem Alkali und Ather?), sowie durch anschlieBende sorgfialtice 
Krystallisation aus Alkohol-Essigester ist das Hormonhydrat 
ebenfalls frei von Hormon zu gewinnen. 

Das von uns als einheitlich angesehene Hormon- 
hydrat des Schwangerenharns ist durch folgende Eigen- 
schaften charakterisiert: es hat einen Schmelzpunkt von 
279—280° (unkorr.), eine optische Drehung [a«]p = + 30°, sein 
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Absorptionskurve des Hormonhydrates 279°. 
0,02°/, in absolutem Alkohol. 


Absorptionsspektrum im Ultraviolett (Fig. 3) fallt praktisch mit 
dem des Hormons zusammen, es zeigt ein charakteristisches 
Maximum bei 280—285 mu. 

Das Hormonhydrat ist ein Triol der Formel C,,H,,03, es ist 
charakterisiert durch ein Triacetat?) vom Schmelzp. 126° und 
einen Methylither*) vom Schmelzp. 159—160° mit einer op- 
tischen Drehung [a]p = + 382° 

Die physiologische Wirksamkeit des Hormonhydrates 
im Allen-Doisy-Test liegt (bei einmaliger Injektion in Ollésung) 
bei 75000 ME pro Gramm, die Wirksamkeit ist charakteristisch 
protrahiert®), daraus schlieBen wir aus den oben angegebenen 
Griinden, daB die sehr geringe Wirksamkeit des Hydrates darauf 





1) Diese Z. 199, 254 (1931). 
2) Nur das Follikelhormon (nicht das Hydrat) laBt sich aus alkalischer 


Lésung mit Ather extrahieren. 
8) Marrian, a.a.0O.; E. A. Doisy u. Mitarbeiter, a. a. O. 
4) Diese Z. 199, 263 (1931). 
5) Vgl. die Angaben von Marrian, Chemistry a. Industry 1931. 
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beruht, daB im Organismus eine teilweise Wasserabspaltung zum 
Hormon erfolgen kann. — Das Triacetat des Hydrates zeigt 
eine zehnmal so starke Wirksamkeit wie das Hydrat selbst, es 
enthalt etwa 750000 ME pro Gramm, die protrahierte Wirkung 
ist beim Acetat stark ausgeprigt, es ist somit ein besonders inter- 
essantes Beispiel fiir die Abwandlung der Wirksamkeit durch Ver- 
esterung im Sinne einer Wirksamkeitssteigerung.?) 

Fig. 4 gibt ein vergleichendes Bild von den Wirksamkeits- 
kurven des Hormons, seines Hydrates und dessen Acetat, wenn 
jeweils 1 ME Wirkstoff injiziert wird. 














Yolibrunst 
Pro (Met)-\_ 
Oestrvs | 
4 
Syek{ 100 
} 
Hioestrus & 
0 
—+--—Q©--—-+-— Wirkungskurve nach Injektion von 1 ME a-Follikelhormon 
— xX - as - » 1 ME Hormonhydrat (Schmelzp. 279°) 
--QO-- “ - om » 1 ME Hormonhydratacetat 


Bei allen bisher von uns durehgefiihrten Versuchen haben 
wir aus Schwangerenharn keine weiteren (als einheitlich anzu- 
sprechende) Krystallisate gewonnen, als das oben charakterisierte 
z-Follikelhormon oder das eben besprochene Hydrat. Alle iibrigen 
Krystallisate mit schwankenden physikalischen und physiologischen 
Figenschaften haben sich als Mischkrystallisate identifizieren 
lassen, auch das von G. F. Marrian charakterisierte Produkt?) 
ist eindeutig als Mischkrystall im besprochenen Sinne geklirt. 





1) Die Auswertung von Hydratacetatproben wurde wiederholt durch- 
vefiihrt; die héhere Wirksamkeit ist vielleicht auch durch leichteren Uber- 
gang in das Hormon zu deuten; eine stattgehabte sterische Umlagerung 
(vgl. unten) halten wir nicht fiir wahrscheinlich. 

*) Biochemic. J. 24, 435, 1021 (1930). — Anmerkung bei der Korrek- 
tur: Inzwischen erhielten wir Kenntnis von einer kurzen Mitteilung von 
G. F. Marrian u. Haslewood [Biochemic. J. 26, 25 (1932)], in der iiber 
das (unter Verwendung einiger von uns bevorzugten methodischen Abande- 
rungen dargestellte) Hydrat nunmehr folgende Angaben gemacht werden : 
Schmelzp. 279,5—280,5°, [c];44,=+ 41,9° in Pyridin, Wirksamkeit 7,6 Mil- 
lionen ME/g. 
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Wenn uns auch gegenwartig jeder experimentell gesicherte 
Anhaltspunkt dafiir fehit, daB es auBer dem hier charakteri- 
sierten Hydrat noch ein anderes (isomeres) gibt, das sich von 
ihm in seinen physikalischen und physiologischen Eigenschaften 
unterscheidet, so diirfen wir aus spiiter zu erérternden Griinden diese 
Moglichkeit nicht von der Hand weisen. Das von E. A. Doisy 
und Mitarbeitern!) beschriebene Hormonhydrat  (,,Theelol‘‘), 
welches von ihnen als einheitlich angesehen wird, weicht (auch 
in den Konstanten seiner Derivate) von unserem Hydrat zum Teil 
nicht unerheblich ab; die Frage, ob es sich bei diesem wesentlich 
hoher wirksamen ,,Theelol‘‘ um ein echtes Isomeres oder auch 
um ein Mischkrystallisat (oder um eine Molekiilverbindung) 
handelt, kénnen wir nicht entscheiden. 


Darstellung und Charakterisierung des /-Follikelhormons. 


Aus dem charakterisierten, einheitlichen Hormonhydrat lift 
sich durch Destillation tiber Kaliumbisulfat Wasser abspalten; es 
entsteht das in allen Eigenschaften charakterisierte «-Hormon.’) 
Die Bedeutung dieser Reaktion lag in der fiir die Konstitutions- 
ermittlung und fiir die Beschaffung von Ausgangsmaterial gleich 
wichtigen Verkniipfung der beiden Krystallisate, sowie in der Tat- 
sache, daB die Reaktion (bei einer 60°/,igen Ausbeute) mit einer 
Erhéhung der physiologischen Wirksamkeit um mindestens das 
60fache einhergeht. 

Schon vor lingerer Zeit beobachteten wir, daB die Ausbeute 
an physiologischen Wirkungseinheiten, aus der man in erster An- 
niherung auf die Menge entstandenen Follikelhormons schlieBen 
kann, mit den verwendeten Versuchsbedingungen schwankt: bei 
vorsichtiger Destillation (140—165°, 0,02 mm) ist sie gréBer. Die 
niihere Untersuchung dieses Befundes haben wir durchgefiihrt, so- 
wie eine dazu ausreichende Substanzmenge zur Verfiigung stand; 
sie hat zu dem bemerkenswerten Resultat gefiihrt, daB die 
Wasserabspaltung aus dem Hormonhydrat zu isomeren 
Hormonkrystallisaten fiihrt, welche sich in ihren physika- 
lischen Eigenschaften auffallend ahneln und miteinander Misch- 
krystalle bilden; neben dem charakterisierten «-Hormon entstelit 
ein B-Follikelhormon, dessen Ausbeute auf Kosten des 


1) J. of biol. Chem. 91, 641 ff. (1931). 
2) Diese Z. 199, 243ff. (1931). 
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,-Hormons zu steigern ist, wenn man die Destillation schnell und 
um 200° durchfiihrt. 


Die Reindarstellung der isomeren Stoffe durch fraktionierte 
Krystallisation ist schwierig, doch glauben wir das einheitliche 
j-Hormon gefaBt zu haben); es kann durch folgende Angaben 
charakterisiert werden: Der Schmelzpunkt des $-Hormons liegt 
um 2° hdher, als der des a-Hormons, wir ermittelten ihn kon- 
stant bei 257° (unkorr.); die optische Drehung (in Chloroform) 
unterscheidet sich deutlich von der des «-Hormons, wir fanden 
(a}p = + 165—166°. Das Ultraviolettabsorptionsspektrum  ent- 
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Absorptionsspektrum des niedrigwirksamen f-Hormons. 0,02°/, in absolutem Alkohol. 


spricht dem des «-Hormons, es zeigt ebenfalls das charakteristische 
Maximum von 2883—285 my (Fig. 5). Das 6-Hormon ist in Alkohol 
und Chloroform schwerer léslich als das «-Hormon. 


Zur chemischen Charakterisierung des f-Hormons eignet sich 
(wie beim «-Hormon) besonders gut das Benzoat, welches leicht 
durch Umsatz mit Benzoylehlorid und Alkali gewonnen wird und 
ein ausgezeichnetes Krystallisationsvermégen besitzt; da es in 
reinem Alkohol schwerer léslich ist als das Benzoat des «-Hormons, 
ist es leicht einheitlich zu erhalten. Das f-Benzoat ist durch die 
Erscheinung polymorpher Krystallmodifikationen deutlich gekenn- 
zeichnet: es krystallisiert in prismatischen Nadeln oder in gut 


1) Mehrere Zubereitungen des 6-Hormons wurden umkrystallisiert bis zur 
Konstanz von Schmelzpunkt, Drehung, Absorptionsspektrum und physio- 
logischer Wirksamkeit. — Aus den Mutterlaugen des §-Hormons gewannen 
wir ein Krystallisat hoher Wirksamkeit (iiber 6 Mill. ME/g), das bei 257,5° 
schmilzt und durch eine hohe optische Drehung (ap = + 175°) gekennzeichnet 
ist. Dieser Befund deutet darauf hin, daB neben «- und §-Hormon noch 
ein weiterer Stoff entsteht, mit dessen Identifizierung wir beschaftigt sind. 
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ausgebildeten Rhomboedern, die sich wechselseitig ineinandey 
iiberfihren lassen und einen konstanten Schmelzpunkt von 2059 
bzw. 220,5° zeigen. Die krystallin erstarrte Schmelze zeigt stets 
einen scharfen Schmelzpunkt von 205° (unkorr). 


Der bedeutsamste Unterschied zwischen «- und f-Hormon 
liegt in der physiologischen Wirksamkeit im Allen-Doisy- 
Test: daB f-Hormon ist durch einen Wirkungswert von etwa 
1,25 Millionen ME pro Gramm ausgezeichnet, der bei protrahierter 
Injektionstechnik nach den vorliegenden Erfahrungen héchstens 
einen Wert von 8 Millionen ME erreichen diirfte. Das f-Hormon 
ist demnach wesentlich schwacher wirksam, als das 
a-Hormon. 


Uber die Beziehung der Krystallisate zueinander, die Bedeutung der 
Isomerieerscheinungen und ihre Ursachen. 


Die Frage nach der Ursache der Isomerie. nach den Beziehungen 
der beiden Stoffe zueinander und die Frage, ob und unter welchen 
Bedingungen «- und #-Hormon ineinander iberzufihren sind, be- 
schaftigt uns gegenwartig; unsere Versuche sind nicht abgeschlossen 
und es mu8 spiter néher dariiber berichtet werden. Nach den vor- 
liegenden Erfahrungen hat es den Anschein, als ob die beiden 
isomeren Hormone sich ineinander iiberfiihren lassen; da dieser 
Ubergang jeweils von einer Anderung der physiologischen Wirk- 
samkeit begleitet ist, halten wir es fiir denkbar, daB in ihm die 
Ursache fiir eimige Beobachtungen liegt, welche in der neueren 
Literatur beschrieben sind, so z. B. fiir die von G. F. Marrian!) 
dargelegte ,,Alterung* des Follikelhormons, welche unter Abklingen 
der physiologischen Wirkung verliuft oder fir den von E. Dinge- 
manse?) erhobenen Befund, daB sich die physiologische Wirk- 
samkeit von Mannerharnproben im Allen-Doisy-Test im Laufe 
von Monaten um den 8—5 fachen Betrag vergréBern kann. Wir 
wollen zur Klarung dieser Fragen einige Versuche mit den isomeren 
Hormonen vornehmen. 

Bemerkenswerterweise hat das Auffinden des B-Hormons auch 
eine Moglichkeit gewiesen, experimentelle Befunde zu deuten, 
die wir schon vor einem Jahre bei der chemischen Bearbeitung 


1) Chemistry and Industry 1931. 
*) Acta Brevia Neerlandica II, Nr. 1—2, S. 12 (1932). 
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des Stutenharns erhoben. E. Laqueur und Mitarbeiter!) haben 
in einer bemerkenswerten Arbeit festgestellt, daB im Harn trichtiger 
Stuten dasselbe Follikelhormon zur Ausscheidung kommt, wie im 
Frauenharn, nur daB es im Stutenharn mit einer gréBeren Menge 
sehr ahnlicher Begleitstoffe vergesellschaftet vorkommt, die nur 
schwer abtrennbar sind. 

Wir haben die experimentellen Befunde der Amsterdamer 
Arbeitsgruppe im wesentlichen bestatigen kénnen, jedoch glauben 
wir aus unseren bisherigen, noch nicht abgeschlossenen Ergebnissen 
(und aus einigen Angaben der hollindischen Autoren) schlieBen 
zi mussen, daB im Stutenharn (im Gegensatz zum Harn der 
schwangeren Frau) neben noch nicht identifizierten Begleitstoffen 
isomere Follikelhormone zur Ausscheidung kommen, 
von denen wir das B-Hormon in Gestalt seines Benzoates 
isolieren konnten. Bisher haben wir kein «-Hormon aus Stuten- 
harn bereiten kénnen?), jedoch gelang es uns, neben /-Hormon 
ein hochwirksames Krystallisat C,,Hj.O, (9 Millionen ME/g) mit 
einem Schmelzpunkt 257,5° (unkorr.) und _ einer optischen 
Drehung ap = + 174° darzustellen, mit dessen Untersuchung wir 
beschaftigt sind.°) } 

Durch welche chemischen Ursachen ist die «a, f-Iso- 
merie der Hormone bedingt? Die Ursache der Isomerie wird 
erst dann gesichert erkennbar sein, wenn die Beziehungen der 
beiden Krystallisate zueinander experimentell geklirt sind. Eine 
uns naheliegend erscheinende Deutung sei im folgenden gegeben: 
Viele Griinde sprechen dafiir, da8B im Hormonhydrat eine Grup- 
pierung geméif Formel (I) vorhanden ist, die durch das Vor- 
liegen einer tertidren Hydroxylgruppe an einem asymmetrischen 
Kohlenstoffatome gekennzeichnet ist.4) Bei der Abspaltung von 





1)de Jongh, Kober u. E. Laqueur, Biochem. Z. 240, 247 
(1931). 

2) Hormonhydrat haben wir niemals aus Stutenharn isolieren kénnen, 
das steht in Ubereinstimmung mit den Befunden E. Laqueurs; der in 
unserer letzten Mitteilung [Diese Z. 199, 248 (1931), Anmerk. 3] mitgeteilte 
Refund von Dohrn und Hohlweg mu8 auf einem Irrtum beruhen. 

3) Vgl. dazu die Befunde S. 139, Anmerkg. 1. 

*) Sowohl hier, wie an der benachbarten sekundiiren Hydroxylgruppe 
konnte durch Konfigurationswechsel die Ursache zur Entstehung isomerer 
Hormonhydrate liegen, auf deren mégliches Vorbandensein oben hingewiesen 
wurde, 
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Wasser!) zum Hormon (II) wird die tertiére Hydroxylgruppe durch 
ein Wasserstoffatom ersetzt; da bei dieser Reaktion das asym- 
metrische Kohlenstoffatom betroffen wird, ist das Auftreten zweier 
diastereoisomerer Verbindungen (IIa und b) gegeben, von denen 
eine das «-, die andere das $-Hormon darstellen kénnte: 


~~cC=0 
| C-H Ila 
wu 
Cm OH a | 
= on ——< 
H-G IIb 
eh a 


\ | 

Die beiden Hormone enthalten als charakteristische Gruppe ein 
tertiires H-Atom an einem Asymmetriezentrum, welches einer 
Carbonylgruppe benachbart ist. Daf diastereomere Formen, 
welche dieser Forderung geniigen, sich ineinander wberfiihren lassen, 
ist bekannt; die «,f-Isomerie des Follikelhormons entsprache nach 
dieser Formulierung der cis-trans-Isomerie der «-Dekalone?); alle 
Eigenschaften der isomeren Hormone lassen sich mit der Annahme 
dieser Diastereoisomerie deuten, sie fordert die chemische Ahnlich- 
keit der Individuen, den deutlichen Unterschied in der Drehung 
und die Identitaét des Absorptionsspektrums, sie macht die bei 
Diastereomeren hiaufig beobachtete Bildung von Mischkrystallen 
verstiindlich; daB der Grad der physiologischen Wirksamkeit von 
der sterischen Anordnung des Molekiils weitgehend abhangig sein 
kann, ist bekannt.%) 





1) Analoge Formulierung siehe am na der Bildung von Menthon 
aus Menthenglykol [Wagner, Ber. chem. Ges. 27, 1640 (1894); A. K6tz u. 
Mitarbeiter, J. prakt. Chem. 111, 381 (1925)]. 


| — ae L i 


i alll 
» OH | 
Jr, om, 


2) W. Hiickel, Theoretische Grundlagen der organischen Chemie, 
S. 254ff., Leipzig 1931. 

8) Interessante Beispiele iiber die Unterschiede der physiologischen 
Wirksamkeit analoger Verbindungen finden sich C. 1920, III, 209; 1921, I, 919. 
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Die groBe Ahnlichkeit der isomeren Hormone hat ihre Auf- 
fndung und Trennung bei den geringen jeweils verfiigbaren 
Substanzmengen bisher verhindert; es erscheint uns méglich, daB 
viele schwankende Angaben iiber physikalische und physiologische 
Konstanten, die sich in der Literatur finden!), darauf beruhen, 
daS alle Bearbeiter des Follikelhormons bereits 6-Hormon (oder 
Gemische von «- und f-Hormon) in der Hand gehabt haben, 
ohne es zu wissen. 


Wir danken Frl. D. von Dresler fiir die Ausfiihrung aller 
physiologischer Priifungen, die in der vorliegenden Arbeit be- 
sprochen wurden. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und der 
Schering-Kahlbaum A.-G., Berlin, haben wir fir ihre 
Unterstiitzung ergebenen Dank zu sagen. 


Experimentelle Ergiinzungen. 


Benzoat des a-Follikelhormons?), aus «-Hormon Schmelz- 
punkt 255° mit Alkali und Benzoylchlorid; umkrystallisiert aus 
Alkohol: Schmelzp. 217—217,5°. 

1,898 mg Substanz (getr. im Vakuum iiber P,O, bei 100°): 5,580 mg 
CO,, 1,210 mg H,O. 


C,,.H,,0 ai CO F C,H; Ber. C 80,15°/, H 7,08°/, 
Gef. ,, 80,18 » ae 


6-Follikelhormon. 


Darstellung: Fiihrt man die Destillation von Hormonhydrat 
iiber Kaliumbisulfat (Rohkrystallisat, Schmelzp. 273°) im Hoch- 
vakuum (0,02 mm) schnell bei 175—200° durch, so wird ein Destillat 
erhalten, das mit stark gefarbten Zersetzungsprodukten durchsetzt 
ist. Beim Umkrystallisieren aus verdiinntem Alkohol steigt der 
Schmelzpunkt bis auf 257° (Sinterung 256°). 

Optische Drehung: 7,4mg in CHCl, « = 0,61°, [a]p = + 165°. 

2,905 mg Substanz (getr. im Vakuum iiber P,O,;): 8,510 mg CO,, 
2,140 mg H,0. 

C,,H,.0, Ber. €79,9%  H 8,2 % 
Gef. ,, 79,89 » 8,24 





1) Vgl. z. B. E. A. Doisy u. Mitarbeiter, J. of biol. Chem. 91, 797 bis 
799 (1931); E. Laqueur u. Mitarb. a.a.0.; Marrian u. Haslewood a.a.O. 
2) Vgl. Diese Z. 191, 153 (1930). 
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Tabelle 1. 


Die physiologische Auswertung des £-Follikelhormons 
in einmaliger Injektion in Ollésung.!) 





Injizierte Anzahl Anzahl 0/9 der 

















Priparat : : ‘ 
. Dosis Tiere | Tiere auf | Tiere auf ME pro g 
nian in mg pro Dosis] Volibrunst | Vollbrunst 

Iso III 0,000 500 9 2 22 2000000 
0,000 572 9 3 33 1750000 

0,000 667 9 5 56 1500000 

0,000 800 9 7 78 1 250000 

0,001 000 8 8 100 1000000 


Benzoat des B-Hormons, dargestellt mit Alkali und Ben- 
zoylchlorid, umkrystallisiert aus Alkohol; krystallisiert in prisma- 
tischen Nadeln oder in Rhomboedern vom Schmelzp. 205° bzw. 
220,5°; die erstarrte Schmelze zeigt einen scharfen Schmelzpunkt 
von 205°. 

3,436 mg Substanz (getr. im Hochvakuum bei 100° iiber P,O,): 
10,100 mg CO,, 2,220 mg H,O. 

C,,H,,0:CO-C,H, Ber. C 80,15%/,  H 7,08%/, 
Gef. ,, 80,17 9» 1,20 


Benzoat des Stutenharnfollikelhormons?), nach gleicher 
Methodik gewonnen, gleicht in allen [Hinzelheiten dem Benzoat des 
B-Hormons: Schmelzp. 205—206° bzw. 220,5°, erstarrte Schmelze 
Schmelzp. 205—206°. 

Der Mischschmelzpunkt mit $-Benzoat ergab keine Depression. 

3,803 mg Substanz (getr. im Hochvakuum bei 100° iiber P,O.): 
11,185 mg CO,, 2,420 mg H,0. 

C,,H,,0:CO-C,H,; Ber. C 80,15,  _H 7,08%/, 
Gef, ,, 80,21 mn tae 


Uberfiihrung verschiedener héher wirksamer Hormonhydratkrystallisate 
in das hormonfreie Hormonhydrat. 


I. Hormonhydrat, Schmelzp. 272—273° Wirksamkeit 
100000 ME pro Gramm. 9,5 mg dieses Hormonhydrats wurden 
mit Semicarbazidacetat in 50°/,igem Alkohol umgesetzt. Nach 


1) Das #-Hormon wirkt etwas protrahiert, der Pro-oestrus  tritt 
12 Stunden, der Metoestrus 24—36 Stunden spater auf, als beim «-Hormon. 
2) Vgl. E. Laqueur u. Mitarbeiter, Biochem. Z. 240, 247 (1931). 
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Stigigem Stehen wurden 0,7 mg Semicarbazon vom Schmelzp. 257 
bis 258,5° abfiltriert (Mischprobe!). 
Aus dem mit Wasser verdiinnten Filtrat wurde das Hormon- 
—— hydrat mit Ather ausgeschiittelt: 5,3 mg Hormonhydrat, die nach 
einmaligem Umkrystallisieren aus Alkohol—Essigester einen Schmelz- 


g punkt von 278—274° zeigten. 
| Tabelle 2. 
; Auswertung des Hormonhydrates, Schmelzp. 272—273° 


in einmaliger Injektion in Ollésung. 




































































) 
1) | : ae | — — 
) Praparat Injizierte ‘ Anzahl Anzahl °/, der 
P Dosis Tiere Tiere auf | Tiere auf | ME pro g 
Ren. Nr. in mg pro Dosis | Vollbrunst | Vollbrunst 
mall RIA 0,01000 9 7 78 100000 
bzw. | en. 29)] —0,00800 9 4 44 125000 
0,00600 9 (1 tot) 0 0 200000 
203): Tabelle 8. 
Auswertung des gereinigten Hormonhydrates 273—274° 
in einmaliger Injektion in Ollésung. 
Pra t Injizierte Anzahl Anzahl °/) der 
cher — Dosis Tiere | Tiere auf | Tiere auf} ME pro g 
; des Nr. in mg pro Dosis} Vollbrunst | Vollbrunst 
1elze RIB 0,01330 7 6 86 75.000 
0,01000 7 4 57 100000 
; 0,00800 7 4 57 125000 
sion. 0,00667 7 0 0 150000 
203): II. Hormonhydrat, Schmelzp. 266—268°. Wirksamkeit 


250000—300000 ME pro Gramm. 49mg wurden in 50°/,igem 
_ Alkohol mit Semicarbazidacetat umgesetzt. 

Nach 8 Tagen wurden 1,2 mg Semicarbazon vom Schmelz- 
punkt 258° abfiltriert. Aus dem Filtrat wurden 32 mg Hormon- 
lisate F jydrat, Schmelzpunkt des Rohproduktes 271°, mit Wasser gefiallt. 

Ill. Hormonhydrat, Schmelzp. 263° Wirksamkeit 
akeit F 500000 ME proGramm. Aus 52 mg Hormonhydrat, in 50°/,igem 


rden — Alkohol mit Semicarbazidacetat behandelt, krystallisierten wihrend 

Nach — 5 Tagen 19,8 mg einer stickstoffhaltigen Substanz vom Schmelz- 
- punkt 275°. 

tritt Diese wurden in 5°/,igem Alkali heiB gelést und dann wihrend 

rmon. — 24 Stunden unter kriaftigem Schiitteln mit Ather extrahiert. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCVIII. 10 
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Tabelle 4. : 
Auswertung des Hormonhydrates, Schmelzp, 266—268° | ¥ 
in einmaliger Injektion in Ollésung. | 
‘Peaent: ~~ Injizierte Anzahl Anzahl °/, der ; r od 
Dosis Tiere Tiere auf | Tiere auf | ME pro g 
Nr. in mg |pro Dosis | Vollbrunst | Vollbrunst 
RITA, |  0,003330 10 7 70 300000 
H. L. 31 0,001 250 10 3 30 800000 
0,000 800 11 1 9 1250000 _= 
0,000 667 10 ] 10 1500000 | 
0,000 500 10 0 0 2000000 ee: 
R IL Ay 0,01000 8 8 100 100000 
0,005 00 8 8 100 200000 
0,004.00 7 6 86 250000 R 
0,003 33 8 7 88 300000 | 
0,001 25 8 4 50 800000 
0,00083 8 2 25 1200000 
Tabelle 5. 
Auswertung des mit Semicarbazid gereinigten Hormonhydrates 
(Schmelzp. 271°). | vo 
we ¥ ¢ 
Pra t Injizierte Anzahl Anzahl °/, der : 
—e Dosis Tiere | Tiere auf Tiere auf | ME pro g me 
Nr. in mg pro Dosis | Volibrunst | Vollbrunst | Sel 
a nats 4 Wu 
RIIB 0,01330 8 7 88 75000 l 
0,01000 — — — 100000 — 
0,00800 7 4 57 125000 rel 
0,00667 9 3 33 150000 erh 
0,00500 8 2 25 200000 
Tabelle 6. Rr 
Auswertung des Hormonhydrates, Schmelzp. 263° in einmaliger §— . 
Injektion in Ollésung. _ 
; Injizierte | Anzahl | Anzahl | °%/p der D Pra 
Pp t 0 
eer Dosis Tiere Tiere auf | Tiere auf ME pro g ; } 
Nr. in mg pro Dosis | Volibrunst | Vollbrunst 
RITA 0,00400 7 7 100 250000 Ori 
H. L. 28 |  0,00250 8 7 88 4.00000 a 
0,00167 8 6 75 600000 _— 
0,00125 8 6 75 800000 be 
0,00100 8 5 63 1000000 Mar 
0,000833 7 (1 tot) 3 43 1200000 

















Aus den atherléslichen Anteilen konnten 4,4 mg Hormonsemi- 
carbazon vom Schmelzp. 257° (unter Zers.) isoliert werden. 261 ( 
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Die alkalische Restlésung lieferte nach dem Ansiuern 7 mg 
Hormonhydrat vom Schmelzp. 276°. 


Aus dem Filtrat des Semicarbazon—Hydratgemisches wurden 
die wbrigen Anteile an Hormonhydrat gewonnen. 














Tabelle 7. 
Auswertung des gereinigten Hormonhydrates, Schmelzp. 276°, 
Praparat Injizierte Anzahl Anzahl °/o der 
: Dosis Tiere Tiere auf | Tiere auf ME pro g 
Nr. in mg pro Dosis | Vollbrunst | Vollbrunst 
RUIB 0,0133 8 8 100 75000 
0,0100 8 5 63 100000 
0,0080 8 3 38 125 000 
0,00667 8 2 25 150000 

















IV. Hormonhydrat, Schmelzp.268,5°, Originalpriparat 
von Marrian. Wirksamkeit etwa 1250000 ME pro Gramm. 
3—4 mg wurden mit Semicarbazidacetat in Alkohol 8 Tage lang 
umgesetzt, dann mit Wasser stark verdiinnt und 20 Stunden unter 
Schiitteln mit Ather extrahiert. Nach Aufarbeitung des Athers 
wurde der Riickstand des Atherextraktes mit Alkohol aufgenommen, 
das schwer ldsliche Semicarbazon wurde abfiltriert, und das ge- 
remigte Hormonhydrat durch Zusatz von Essigester krystallisiert 
erhalten. 


Tabelle 8. 


Physiologische Auswertung des Originalpraparates von Marrian’) 
in einmaliger Injektion in Ollésung. 



































Priparat Injizierte Anzahl Anzahl °/o der 

N Dosis Tiere | Tiere auf | Tiere auf ME pro g 
™" in mg pro Dosis] Vollbrunst |Vollbrunst 

= 0,000 111 10 -- — 9000000 
Original- 0,000 143 10 1 10 7000000 
praparat 0,000 200 10 2 20 5000000 
von 0,000 333 8 3 38 3000000 
Marrian 0,000 400 7 3 43 2500000 
0,000 800 8 7 87 1250000 


1) Entnommen aus: A. Butenandt u. F. Hildebrandt, Diese Z. 199, 
261 (1931). 
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Tabelle 9. 
Auswertung des gereinigten Hydrates von Marrian 
in einmaliger Injektion in Ollésung. 
ss a Injizierte Anzahl Anzahl 0/, der 
Pp t 0 
— Dosis Tiere | Tiere auf | Tiere auf | ME pro g 
Nr. in mg pro Dosis} Vollbrunst | Vollbrunst 
M. B 0,000 667 7 — 0 1500000 
0,000 100 7 — 0 1000000 
0,001 670 6 — 0 600000 
0,005 000 7 l It 200 000 
0,010000 7 4 57 100000 


Die vorstehend beschriebenen Hormonhydratfraktionen, welche 
von Semicarbazon befreit wurden, sind als Rohprodukte mit den 
angegebenen Schmelzpunkten fiir die Auswertung verwandt. Die 
weitere Reinigung der Krystallisate durch Krystallisation aus 
Essigester—Alkohol fihrt zum reinen Hormonhydrat vom Schmelz- 
punkt 279—280° (unkorr.) mit den gleichen physiologischen Kigen- 
schaften und den im 1. Teil dieser Arbeit angefiihrten Konstanten. 
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Beitrige zur Konstitutionsermittlung des Follikelhormons. I. 
Untersuchungen tiber das weibliche Sexualhormon, 8. Mitteilung.*) 


Von 


Adolf Butenandt, Inge Stérmer und Ulrich Westphal. 
Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitats-Laboratorium Gédttingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26. April 1932.) 


In unserer letzten Mitteilung’) iiber das Follikelhormon haben 
wir auf die Schwierigkeiten hingewiesen, die sich bei der Be- 
arbeitung des Hormons in der Auffindung und Deutung ver- 
schiedenartiger Krystallisate mit hormonalen Ejigenschaften er- 
geben haben. Wir kennen heute mit Sicherheit drei Stoffe?), die 
auf Grund ihrer physiologischen Wirksamkeit als Follikelhormone 
bezeichnet werden miissen: das aus Schwangerenharn darstellbare 
z-Follikelhormon C,,H,.O,, das diesem isomere #-Follikel- 
hormon, welches sich aus dem Harn triachtiger Stuten darstellen 
lieB, und das Follikelhormonhydrat C,,.H.,0,, dessen Vor- 
kommen bisher nur im Schwangerenharn beobachtet wurde. 

Fir die Konstitutionsermittlung des Follikelhormons ist es 
von auBerordentlich groBem Wert, daB die eindeutige Verkniipfung 
dieser drei Krystallisate gegliickt ist: das Follikelhormonhydrat 
liefert bei der Abspaltung von Wasser ein Gemisch von «- und 
}-Follikelhormon; diese beiden Hormone, die sich vor allem durch 
ihre physiologischen Wirkungswerte unterscheiden, sind wahr- 
scheinlich diastereoisomere Verbindungen. — Die Verknipfung 
der drei Krystallisate erméglicht es, sie simtlich zur Klarung der 
Konstitution des ihnen zugrunde liegenden Geriistes heranzu- 


1) 7. Mitteilung, voranstehend. 
2) Wir sind der Uberzeugung, daB die nahere Bearbeitung des Stuten- 
harns weitere Hormonkrystallisate kennen lehren wird (vgl. 7. Mitteilung und 
E. Laqueur u. Mitarbeiter, Biochem. Z. 240, 247 (1931), sowie die soeben 
zu unserer Kenntnis gelangten Arbeiten von Girard u. Mitarbeiter, Cp, 
Rend. ds. séances de l’Acad. ds. Sciences 1932, Nr. 10 u. 11). 
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ziehen, was bei der schweren Zugiinglichkeit der Hormone von 
groBem Nutzen ist. 

Wir haben Derivate aller drei Hormonkrystallisate zur Entscheidung 
von Konstitutionsproblemen herangezogen: in den Fallen, wo Hormonhydrat 
als Ausgangsmaterial Verwendung fand, wurde stets das in der letzten Mit- 
teilung charakterisierte Hydrat vom Schmelzp. 279—280° und einer physio. 
logischen Wirksamkeit von 75000 ME pro Gramm verwendet. Da der 
mégliche Ubergang von «- und £-Hormon ineinander noch nicht experimentell 
geklart ist, gilt auch fiir alle Hormonderivate dieser Abhandlung der in 
unserer letzten Mitteilung klargelegte Vorbehalt, daB die sterische Zugehérig- 
keit der bereiteten Hormonderivate zur «- oder f-Reihe unsicher ist. Fiir 
die in bezug auf die Konstitution des Follikelhormons gezogenen Schluf- 
folgerungen erscheint aber diese Frage ohne Belang. 

Wir wollen im folgenden denjenigen Teil unserer Arbeits- 
ergebnisse aus dem letzten Jahre wiedergeben, den wir in experi- 
menteller Hinsicht fiir so weitgehend gesichert halten, wie es uns 
mit den jeweils zur Verfiigung stehenden Stoffmengen médglich 
war; obwohl wir uns dariiber im Klaren sind, daB die vorliegenden 
Versuchsergebnisse eine gesicherte Formulierung fur die 
Konstitution des Follikelhormons noch nicht gestatten, 
fassen wir sie unter dem Gesichtspunkt einer Arbeitshypothese 
zusammen, welche den Weg der Konstitutionsermittlung erhellit, 
und die uns geeignet erscheint, alle bisher vorliegenden chemischen, 
physikalischen und physiologischen Beobachtungen zusammen- 
zufassen und zu einer groBen Zahl weiterer Versuche anzuregen. 

Aus den bisher bekannten Untersuchungen folgt mit Sicher- 
heit, daB im («- und f-)Follikelhormon em ungesattigtes 
Oxyketon der Formel C,,H,.0, vorliegt, wahrend das Follikel- 
hormonhydrat ein ungesattigtes Triol von der Zusammen- 
setzung C,,H,,0, darstellt. 


Uber den sauren Charakter des Follikelhormons. 


Eine der auffalligsten Eigenschaften des Follikelhormons ist 
sein schwach saurer Charakter, der schon mehrfach!) erdértert 
worden ist: Das Follikelhormon lést sich — wenn auch nur schwer 
und gréBtenteils nur in der Hitze — in verdinntem waBrigen 
Alkali; beim Verteilen zwischen Alkali und Ather stellt sich ein 
Lésungsgleichgewicht derartig ein, daB es ebensowohl moglich ist, 
das Hormon durch wiederholtes Ausschiitteln mit Alkali dem 
Ather zu entziehen, als auch umgekehrt das Hormon aus seiner 
alkalischen Lésung allmahlich mit Ather zu extrahieren. Dieses 





1) Vgl. Diese Z. 191, 146 (1931). 
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far die Reindarstellung des Follikelhormons wichtige Verhalten 
wurde vor der Aufstellung einer gesicherten Molekularformel als 
,,.uaktoncharakter“ angesprochen; nachdem durch die Fest- 
stellung einer freien Hydroxylgruppe in der Molekularformel 
CigHe202 die Anwesenheit einer Laktongruppe ausgeschlossen 
wurde, erschien uns die Annahme, daB in dem Follikelhormon 
ein Enol vorliegt, am besten mit den beobachteten Higenschaften 
im Kinklang zu stehen, zumal der 4uBerst schwach saure Charakter 
des Hormons sich in der Indifferenz gegeniiber absolut atherischer 
Diazomethanlésung kundtat. 

Die Arbeitshypothese vom enolischen Charakter des Follikel- 
hormons hat zur Auffindung der mit Ketonreagenzien nachweis- 
baren Carbonylgruppe gefiihrt, die wir dann als enolisierbar 
und somit als Ursache der sauren Kigenschaften ansprachen. So- 
wohl G. F. Marrian?) wie E. A. Doisy*) und Mitarbeiter haben 
demgegeniiber die Ansicht vertreten, daB die Ursache des sauren 
Charakters in einer auBer der Ketogruppe vorhandenen phenoli- 
schen Hydroxylgruppe lage. 

Die Entscheidung dieser Frage haben wir als erste Aufgabe 
der Konstitutionsermittlung betrachtet, da in ihrer Beantwortung 
zugleich ein Hinweis fiir die Zugehérigkeit des Hormons zur aro- 
matischen Reihe liegen konnte. 

In Ubereinstimmung mit E. A. Doisy?) machten wir die 
eobachtung, daB alle Derivate der Hydroxylgruppe (Acetat, 
Benzoat, Methylaither) die Alkaliléslichkeit eingebiBt haben, 
andererseits konnten wir feststellen, daB die Derivate der Car- 
bonylgruppe (Oxim, Semicarbazon) dasselbe Verhalten gegeniiber 
Alkali zeigen, wie das Hormon selbst; dariiber hinaus tiberzeugten 
wir uns davon, da8 in den alkaliunléslichen Estern (die sich natur- 
gem&éB auch von der Enolform der Ketogruppe hatten ableiten 
kénnen) die Ketogruppe noch vorhanden ist, denn sowohl das 
Acetat und das Benzoat, als auch der mit Dimethylsulfat und 
Alkali darstellbare Methylither des Follikelhormons liefern mit 
Semicarbazid wohlkrystallisierte Kondensationsprodukte*), von 
denen wir das Semicarbazon des Methylathers (Schmelz- 
punkt 267°) einer analytischen Priifung unterzogen. 

Wir haben schlieBlich noch vermocht, die Carbonylgruppe 
aus dem Molekil des Follikelhormons zu entfernen: das aus- 





1) Biochemic. J. 24, 1021 (1930). 
2) Thayer, Levin u. Doisy, J. of biol. Chem. 91, 791 ff. (1931). 
3) Z. angew. Chem. 44, 905 (1931). 
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gezeichnet krystallisierende, schwer lésliche Semicarbazon des 
Follikelhormons liefert bei der Reduktion mit Natriumathylat 
in guter Ausbeute das Desoxofollikelhormon (C,,H,,-OH 
(Schmelzp. 129,5°), das dieselben sauren EHigenschaften zeigt wie 
das Hormon selbst und in sein alkaliunlésliches Methylderivat 
C.gH.3* OCH, (Schmelzp. 72°) whbergefiihrt werden kann, das 
seinerseits auch durch Clemmensen-Reduktion des Follikel- 
hormonmethylathers zuginglich ist. 

Das Ergebnis dieser Untersuchung ist eindeutig: der 
schwach saure Charakter des Follikelhormons ist an die 
Hydroxylgruppe, nicht an die Carbonylgruppe ge- 
bunden.!) — Daraus ergibt sich die weitere Frage: Ist die 
schwach saure Hydroxylgruppe im Sinne unserer urspriinglichen 
Annahme eine enolische, oder ist sie eine echte phenolische Oxy- 
gruppe ? 

Die Beantwortung dieser Frage ist nicht leicht, denn es zeigt 
sich, daB die Hydroxylgruppe enolische und phenolische 
Kigenschaften in sich vereinigt: eine Farbreaktion mit 
Ferrichlorid liefert die Hydroxylgruppe nicht, ein Verhalten, das 
von phenolischen Hydroxylgruppen haufig bekannt wurde, bei 
enolischen hingegen zu sehr seltenen Ausnahmen gehort?); der 
mit Dimethylsulfat und Alkali leicht darstellbare Methylather 
des Hormons ist gegen verseifende Agenzien, insbesondere gegen 
verdiinnte Sauren stabil, entspricht also darin véllig dem Ver- 
halten von phenolischen Methylithern*); die Hydroxylgruppe ge- 
hort tiberdies anscheinend einer stabilen Anordnung an, die sich 
nicht in die Ketoform abwandeln la8t, auch nicht — und zu 
diesem Zwecke erfolgte in erster Linie die Darstellung des oben 
besprochenen Desoxohormons — wenn die Carbonylgruppe 
entfernt ist !*) 





1) Z. angew. Chem. 44, 905 (1931). 

2) Es sind Enole bekannt, welche keine Farbreaktion mit FeCl, liefern, 
z. B. die Hydroresorcine (H. Meyer, Analyse und Konstitutionsermittlung, 
Berlin 1931, S. 325). 

8) Enolather sind mit Sauren leicht hydrolysierbar, doch sind im Ge- 
biet heterocyklischer Verbindungen Enolither bekannt, welche gegen ver- 
diinnte Sauren stabil sind (H. Meyer, a. a. O., S. 317). 

‘) Die Bestandigkeit der Enolgruppe ist nicht eindeutig zu beweisen; 
es kénnte der Fall méglich sein, daB sich die Carbonylgruppe aus sterischen 
Griinden dem Nachweis durch Kondensationsreaktionen entzége. DaB viele 
Griinde fiir eine Keto-Enoltautomerie sprechen, ist friiher (Diese Z. 191, 147 
(1930)] betont. 
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Obwohl diese Befunde den aromatischen Charakter der 
Hydroxylgruppe stiitzen, ist sie andererseits durch Higen- 
schaften ausgezeichnet, die ihre Enolnatur sichern. 

Doisy und Mitarbeiter!) haben in ausgezeichneten Titrations- 
reihen zeigen koénnen, daB das Follikelhormon 1 Mol Jod addiert, 
sie schlossen daraus auf das Vorliegen einer reaktionsfihigen 
Doppelbindung. Die Titration mit Jod ist am besten im Sinne 
einer Enoltitration zu deuten: es wird spiter zu zeigen sein, 
daB eine isolierte, reaktionsfihige Doppelbindung, die fir die 
Addition von Jod verantwortlich zu machen ist, nicht vorhanden 
ist, vor allem aber ist der Befund von besonderem Interesse, daf 
das isolierbare Jodbromprodukt seine sauren Higenschaften 
verloren hat; die — im Gegensatz zu den Halogenadditions- 
produkten der echten Enole stehende — relativ groBe Bestindig- 
keit der Anlagerungsverbindung weist wiederum auf die Sonder- 
stellung des vorliegenden Enols hin.?) 

Wir haben uns bemiiht, die endgiiltige Entscheidung durch 
Absaittigung der enolischen Doppelbindung mit Wasserstoff zu 
fiihren; viele verschiedene Hydrierungs- und Reduktionsversuche 
haben uns nur eine Reaktion finden lassen, welche dieses Ziel er- 
reichen 148t. Wir besprachen oben die Darstellung des — die 
saure Hydroxylgruppe noch enthaltenden — Desoxohormons; 
reduziert man Follikelhormon langere Zeit sehr energisch mit 
Zinkamalgam und Salzséure, so vermag man ein weiteres Mol 
Wasserstoff in dieses Molekiil einzufiihren: das entstehende Di- 
hydrodesoxo-follikelhormon?®) C,.H,,-OH, das ein bei 167° 
schmelzendes Benzoat liefert, enthalt zwar noch die Hydroxyl- 
gruppe, hat aber den sauren Charakter des Hormons und seines 
Desoxoproduktes eingebiBt; wir glauben, daB dieser Reaktions- 
verlauf das Vorliegen einer echten phenolischen Hydroxylgruppe 
ausschlieBt.*) 


1) J. of biol. Chem. 91, 791 (1931). 

) Mit gréBerer Sicherheit lassen sich diese Befunde der Enoltitration 
am Hydrat des Follikelhormons erharten, es wird darauf weiter unten ein- 
zugehen sein. 

8) Z. angew. Chem. 44, 905 (1931). 

*) Es sind Fille beschrieben, in denen eine enolische Doppelbindung 
nach Clemmensen reduziert wird, dieses Verhalten scheint besonders dann 
gegeben, wenn die Doppelbindung in Konjugation zu einem aromatischen 
Kern steht [vgl. Liebigs Ann. 486, 70 (1924)]. — In Ubereinstimmung mit 
der schweren Hydrierbarkeit der Enolather ist der Befund, da8 der Methy]l- 
ather des Follikelhormons nicht zum Dihydroderivat abgewandelt wird. 
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Fiir die Konstitutionsermittlung des Hormons ziehen wir aus 
diesen Befunden folgende Schliisse: 1. Das Follikelhormon ent. 
halt eie Hydroxylgruppe an einer Doppelbindung, welche die 
Ursache ihres schwach sauren Charakters ist; 2. diese Enolgruppe 
muB ihre Besténdigkeit einer Atomgruppierung verdanken, welche 
von der Carbonylgruppe des Hormons unabhangig ist; 3. diese 
Atomgruppierung muB zugleich die Ursache dafiir sein, daB die 
Kigenschaften der enolischen Hydroxylgruppe sich weitgehend 
denjenigen eines Phenols néhern. 

Die Frage, welche Atomanordnung diesen Befunden Rechnung 
zu tragen vermoéchte, kénnen wir noch nicht endgiiltig beant- 
worten; von den méglich erscheinenden Gruppierungen, an welche 
man denken kénnte, erscheint uns die Anordnung eines sub- 
stituierten Dihydro-f-naphtolringsystems (I) am besten 


he 


geeignet, die experimentellen Ergebnisse zu rechtfertigen: in ihr 
befindet sich die Hydroxylgruppe an der Doppelbindung eines 
substituierten Dihydrobenzolringes, welche in Konjugation zu 
einem kondensierten aromatischen Kern steht. Wir glauben, dai 
dieser Formeltypus die Enolisierungstendenz der Carbony!- 
gruppe und das geschilderte Verhalten der auBerst schwach sauren 
Hydroxylgruppe verstandlich machen kann und fihren ihn als 
erste Arbeitshypothese an, welche auch mit einer Reihe an- 
derer Befunde in gute Ubereinstimmung zu bringen ist. Mit dem 
niheren Studium geeigneter Verbindungstypen dieser Art sind 
wir beschaftigt.?) 


1) Die arbeitshypothetische FormulierungI ist naturgemaéB nur ein 
Formeltyp, der aus Analogiegriinden von verschiedenen Moéglichkeiten als 
die naheliegendste erscheint; seine Wiedergabe soll ebensowenig eine «-Stellung 
der Hydroxylgruppe, wie die Méglichkeit der Kondensation des aromatischen 
Kernes mit einem Fiinfring ausschlieBen; ein systematischer Abbau des 
Hormons zur Entscheidung solcher Fragen ist uns vor der Hand noch nicht 
moglich. 

In der Literatur findet man eine Reihe von Hinweisen, welche geeignet 
erscheinen, die gegebene Formulierung zu stiitzen: Das Dihydro-f-naphtho! 
selbst ist bekannt, sein Verhalten weicht insofern wesentlich von dem hier 
geforderten ab, als es als Keton (a) zu reagieren vermag, wie seine Charakteri- 
sierung durch Ketonderivate zeigt. Ubereinstimmend wird aber von mehreren 
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ijber den sauren Charakter des Follikelhormonhydrates und seine 
Beziehungen zum Follikelhormon. 


Das Follikelhormonhydrat C,,H,,(OH), zeigt ebenfalls einen 
ausgesprochen sauren Charakter, der bemerkenswerterweise gegen- 
iiber dem des Hormons wesentlich verstairkt erscheint, so daB es 


Autoren betont, da8 das Dihydro-f-naphtol durch viele Eigenschaften aus- 
gezeichnet ist, ,,;welche das Formelbild nicht ohne weiteres voraussehen liBt", 


O OH R 
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es wird auf die Méglichkeit ,,eigenartiger Bindungsverhaltnisse‘‘ oder auf die 
..besondere Tendenz zur Enolisierung‘’ hingewiesen. Diese zeigt sich in der 
leichten Oxydierbarkeit und der Alkaliléslichkeit der Verbindung, in der 
Additionstragheit der Carbonylgruppe und der Unbestandigkeit der Keton- 
derivate; auch eine leichte Autoxydation des Dihydro-f-naphtols in alkalischer 
Lésung erinnert an das Verhalten mancher Phenole [vgl. Straus und Rohr- 
bacher, Ber. chem. Ges. 54, 40 (1921), v. Braun u. Mitarbeiter, Ber. chem. 
Ges. 55, 3661 (1922)]. 

Im Hinblick auf die entwickelten Vorstellungen erscheint es uns be- 
merkenswert, daB das entsprechende Dihydro-«-naphtol (b) nach den 
Angaben der Literatur anscheinend kein entsprechendes Verhalten zeigt, 
welches auf eine Enolisierungstendenz hindeuten kénnte [vgl. z. B.: Ber. 
chem. Ges. 54, 57 (1921)]. — Wie weitgehend aber der Charakter dieser Ver- 
bindungstypen durch Substitution in dem oben angefiihrten Sinne veréndert 
wird, zeigt das Beispiel des Oxymethylmorphimethins (c), dessen 
a-stindige Oxygruppe ausgesprochene Keto-enol-tautomerie zeigt; die 4uBerst 
schwach saure enolische Gruppe liefert sowohl Hydroxyl- wie Ketonderivate, 
Pschorr und Einbeck haben dieses Verhalten durch den EinfluB des 
hydrierten Benzolringes auf den aromatischen Charakter des mittleren Kernes 
zu deuten versucht [Ber. chem. Ges. 40, 1980 (1907) und Knorr u. Schneider 
ser. chem. Ges. 39, 1419 (1906)]. — Im Hinblick auf weiter unten zu gebende 
Formulierungen hat dieses Beispiel besonderes Interesse, es ist wahrscheinlich, 
daB eine gleichartige Ringkondensation im Falle des Dihydro-f-naphthols 
die ohnehin schon ausgepraégte Enolisierungstendenz im gleichen Sinne be- 
einfluBt. Es sei noch darauf hingewiesen, daB aus einer Reihe von Griinden 
an die Méglichkeit gedacht werden mu, daB im Hormonmolekiil in «-Stellung 
zum Benzolring eine Seitenkette eintritt (d), in ihr kénnte eine Ursache 
dafiir liegen, daB eine aus der Enolgruppe hervorgehende Ketogruppe aus 
sterischen Griinden nicht nachweisbar ist. 
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sich in seinem Verhalten zunachst von dem eines echten Phenols 
nicht unterscheidet. Der staérker saure Charakter des Hydrates 
tut sich darin kund, daB es leicht in kaltem Alkali léslich ist und 
(im Gegensatz zum Hormon) der alkalischen Lésung nicht mit 
Ather entzogen wird, auBerdem ist es wesentlich leichter als das 
Hormon selbst mit Diazomethan zu einem neutralen Mono- 
methylaither umzusetzen, dessen HKntstehung die Anwesenheit 
nur einer sauren Hydroxylgruppe im Hydrat sichert.") 


EK. A. Doisy und Mitarbeiter?) haben gezeigt, daB auch das 
Hydrat sich mit Jod titrieren l4Bt, es nimmt 1 Mol Jod auf. 
Wir haben diese Versuche wiederholt und das Jodadditions- 
produkt in Gestalt von ausgezeichnet krystallisierenden Prismen 
isoliert , die sich um 200° zersetzen. In Analogie zu den beim 
Hormon selbst besprochenen Verhiltnissen, fanden wir das Jod- 
additionsprodukt in Alkali unl6éslich und damit einen ersten 
Hinweis auf die Gleichartigkeit der Gruppierung, welche den 
sauren Charakter beim Hormon und beim Hydrat bedingt.*) 


DaB die saure Hydroxylgruppe des Hydrates mit der 
des Hormons identisch ist, haben wir durch folgende Reak- 
tionen beweisen kénnen: Es war gezeigt, daB das Hydrat unter 
Abspaltung von Wasser in das Follikelhormon wbergeht; vollig 
analog konnten wir durch vorsichtige Destillation des Hydrat- 
monomethylithers wber Kaliumbisulfat zum Methylather des 
Follikelhormons gelangen.*) Diese Verkniipfung zeigt, dad 
der saure Charakter des Hormons und des Hydrates auf 
der gleichen Hydroxylgruppe beruht und daB die fir 
den sauren Charakter verantwortliche Gruppierung 
durch die Wasserabspaltung nicht bertihrt wird. 


Wir messen diesen Befunden groBe Bedeutung bei fiir die 
konstitutionellen Beziehungen der beiden Krystallisate zueinander: 
Da bei dem Ubergang des Triols in das Oxyketon eine Hydroxy]- 
gruppe nicht berihrt wird, stellt sich diese Reaktion als der 


1) Diese Z. 199, 257 (1931). 

2) Thayer, Levin u. Doisy, J. of biol. Chem. 91, 659 (1931). 

3) Versuche, das Jod durch Wasserstoff zu ersetzen, um so zum Di- 
hydrohormonhydrat vorzudringen, schlugen fehl und fiihrten gréBtenteils zum 
Hormonhydrat zuriick. 

4) Nach Fertigstellung der vorliegenden Arbeit erreichte uns eine kurze 
Mitteilung von G.F.Marrian und Haslewood [Biochemic. J. 26, 25 
(1932)}, in der sie denselben Ubergang realisieren. 
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Ubergang eines Diols in ein Keton dar.') Dieser Vorgang kénnte 
yor allem durch drei Formulierungen (II—IV) gekennzeichnet sein: 


id OH 
it § II B 4 anil te *CH—OH Y=0 
H II sil 
" ie | Mm on —> tn 
)- i 
it R R R R 
R 

en ll ™“~ 
| *C_OH C= 
“4 IV | — | 
f, *C—OH —R 
_ Pa sa 
) R’ _ R’ -— 
n , 
n Wir glauben, daB der Ubergang des Hydrates in das 
. Hormon am wabhrscheinlichsten durch die Formu- 
y §  lierung (III) wiederzugeben ist: DaB das Hormonhydrat im 
" Sinne der Formel (II) eine hydratisierte Carbonylgruppe enthalt, 


erscheint uns nicht méglich; die aéuBerst groBe Bestindigkeit des 
Hormonhydrates und seiner Derivate (welche sich oberhalb von 
200° unzersetzt destillieren lassen) spricht gegen das Vorliegen von 
zwel Hydroxylgruppen an einem Kohlenstoffatom. — Die Formu- 
lierung eines ditertiéren Glykols im Sinne der Formel (IV) ware 
zwar méglich, jedoch miBte in diesem Falle die Wasserabspaltung 
. von einer Pinakolinumlagerung begleitet sein; wegen der nahen 
, chemischen und physiologischen Beziehungen, die zwischen dem 
« — ormon und seinem Hydrat bestehen, neigen wir zu der Ansicht, 
' da8 in ihnen ein vollig gleiches Kohlenstoffskelett vorliegen wird, 
zumal wir die Auffassung vertreten haben, daB das Hydrat ein 
; Abwandlungsprodukt des Hormons darstellt, welches erst sekundar 
gebildet wird.?) Es kommt hinzu, da8 uns weder Formulierung (II) 
noch (IV) geeignet erscheinen, die bei der Wasserabspaltung aus 
dem Hydrat beobachteten Isomeren und ihr Verhalten*) deuten 
zu kénnen. 

Die Formulierung (III) erfillt hingegen alle Anforderungen 
zur Deutung der experimentellen Beobachtungen: In ihr liegt ein 


1) Die friiher neben anderen Vorstellungen geiuBerte Arbeitshypothese, 
da8 das Hydrat sich durch Addition von Wasser an eine Doppelbindung des 
Hormons von diesem ableitet, ist nach diesen Ergebnissen nicht richtig, und 
ist auch durch den Nachweis des gleichen Sattigungsgrades beider Stoffe 
widerlegt. 

*) Vgl. diese Z. 199, 253 (1931) und 7. Mitteilung. 
3) Vgl. 7. Mitteilung. 
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Glykol vor, dessen eme Hydroxylgruppe sich an einem tertiirep 
Kohlenstoffatom befindet!), entsprechende Konfigurationen ey. 
leiden Wasserabspaltung zum Keton ohne Anderung des Kohlen- 
stoffskeletts?), doch ist der Ubergang durch folgende Charakte. 
ristika gekennzeichnet: 1. Es verschwindet ein Asymmetrie- 
zentrum, was sich in unserem Falle in einer wesentlichen Anderung 
der Drehwerte (+ 80°—> + 160°) kundtut; 2. ein zweites Asym- 
metriezentrum wird durch diese Reaktion betroffen und gibt 
Veranlassung zum Auftreten zweier diastereomerer Verbindungen 
im Sinne der Formulierung V: 


9 
C=O 
| 
\ JH *C—H 
» am 7 Ky R” 
V | camademaen 
*C—OH \ 
Pa C=O 
R’ R” | 
H—C* 
Pe 
R’ R” 


Da die entstehenden Diastereoisomeren sich dadurch aus- 
zeichnen, daB sich neben dem ein tertidres Wasserstoffatom 
tragenden Asymmetriezentrum eine Carbonylgruppe befindet, so 
ist zu erwarten, daB beide Verbindungen sich ineinander iwber- 
fiihren lassen.*) Diese theoretischen SchluBfolgerungen sind durch 
die Auffindung der isomeren «- und f-Follikelhormone bei der 
Wasserabspaltung aus dem Hydrat bestitigt,4) in ihrem Ver- 


1) Auf die Méglichkeit, daB es isomere Hydrate gibt, die sich durch die 
Anordnung der Substituenten an den beiden benachbarten Asymmetriezentren 
unterscheiden, haben wir hingewiesen (vgl. 7. Mitteilung). 

*) Entsprechende Beispiele sind in der Chemie der Terpene haufig beob- 
achtet; ein analoger Fall liegt vor am Beispiel des Uberganges von Menthen- 
glykol in Menthon [Wagner, Tolloczko, Ber. chem. Ges. 27, 1640 (1894); 
vgl. auch A. Kétz u. Mitarbeiter, J. prakt. Chem. 111, 381 (1925)}]: 


eee | 
—OH =O 
is his 
<on 
Fie i, 


3) Ihr Verhalten entspricht dem von trans zu cis «-Dekalon; vgl. die 
Ausfiihrungen 7. Mitteilung dieser Reihe. 
4) Vgl 7. Mitteilung dieser Reihe. 
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halten liegt nach unserer Auffassung eine wichtige Stiitze fiir die 
vegebene Formulierung V. 

Die geschilderten Versuchsergebnisse gestatten zwei weitere 
Aussagen tiber den Bau des Follikelhormons: 1. Da a- und 
j-Hormon diastereomere Verbindungen (aber keine optischen An- 
tipoden) darstellen, enthalten Hydrat und Hormon aufer den in 
den vorliegenden Umwandlungen gekennzeichneten Asymmetrie- 
zentren mindestens noch ein weiteres asymmetrisches Kohlen- 
stoffatom; 2. die in Formel (V) fiir das Hormonhydrat angegebene 
Atomgruppierung mu8 in einer Lage zur enolischen Hydroxyl- 
syuppe stehen, welche es verstaéndlich macht, daB diese durch die 
Wasserabspaltung weitgehend in ihrer Aciditaét beeinfluBt wird. 

Die Deutung des letzten Befundes ist leicht zu geben durch 
die Annahme, daB die bei der Wasserabspaltung durch ein Wasser- 
stoffatom ersetzbare tertidre Hydroxylgruppe im Follikelhormon- 
hydrat in «- oder £-Stellung zur enolischen Hydroxylgruppe steht, 
denn in diesem Falle wiirden sich die Aziditéten der sauren 
Hydroxylgruppe im Hormon und im Hydrat wie die Sauregrade 
einer Fettséure zur entsprechenden «- oder /-Oxyfettsaure ver- 
>cC—c=—=0 >C—0—=C< 


halten, da die Formeltypen — | | und | ( 
OH OH OH OH 


vergleichbar erscheinen.*) 

Unter Zugrundelegung der als erste Arbeitshypothese tiber 
den Bau eines Molekilteils entwickelten Formulierung (I) hatten 
wir somit diese im Sinne der Formeln VI—VII zu erweitern; alle 
bisher erérterten Eigenschaften des Hormonhydrates kénnen in 
der arbeitshypothetischen Formel VIa oder VIIa, die des «- und 
?-Hormons in den entsprechenden Formulierungen VIb, ¢ oder 
VIIb, ¢ zusammengefaBt werden. 


a b ¥ 
~ \_OH | S on a Te 

_ * | H 

<oH | ‘i - 


1) Eine Hydroxylgruppe in y-Stellung beeinfluBt den Sauregrad einer 
Carbonséure nur noch wenig; da der Unterschied in den Dissoziations- 
konstanten der «- oder B-Oxysiuren gegeniiber den der Fettsiuren ein groBer 
ist, kann die vergleichende Messung der Dissoziationskonstante des Hor- 
mons und des Hydrates vielleicht zur Entscheidung der relativen Stellung 
der Gruppen zueinander verwendet werden. 
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Uber den Sattigungsgrad des Follikelhormons. 


Um iiber Anzahl und Ejigenschaften der im Molekiil des 
Follikelhormons vorhandenen Doppelbindungen und damit. iiber 
die Zahl der Ringe néhere Auskunft zu erhalten und um die ge. 
kennzeichnete Arbeitshypothese von der Gegenwart eines aro- 
matischen Kernes zu stiitzen, haben wir versucht, wber den 
Saéttigungsgrad des Hormons und des Hydrates naéhere Anhalts- 
punkte zu gewinnen. 

Aus den bisher geschilderten Befunden geht hervor, daB eine 
Doppelbindung des Hormons durch Addition von Jod nach- 
weisbar ist; dieselbe Doppelbindung ist dadurch ausgezeichnet, 
daB sie bei der Reduktion mit amalgamiertem Zink ein Mol Wasser- 
stoff zu addieren vermag, sie wird als enolische Doppelbindung 
angesprochen. 

Aus friiheren Befunden iiber die katalytische Hydrierung des 
Follikelhormons, sowie aus den hervorgehobenen Eigenschaften 
der enolischen Gruppierung folgt mit Sicherheit, daB weitere 
Doppelbindungen im Molekil zugegen sind: 

Es ist méglich gewesen, das Acetat des Follikelhormons unter 
energischen Bedingungen zu einem Derivat der Zusammensetzung 
C,3H,,0 zu hydrieren.!) Dieses hydrierte Follikelhormon hat die 
Fahigkeit verloren, mit Semicarbacid zu reagieren, seine Ent- 
stehung aus dem Follikelhormon ist schon frither!) in dem Sinne 
gedeutet, daB die Carbonylgruppe des Hormons gegen CH, ersetzt 
wurde und 8 Doppelbindungen abgesattigt sind; wir be- 
zeichnen das Reaktionsprodukt als Hexa-hydro-desoxo- 
follikelhormon; da es in Alkali unléslich ist, kann die enolische 
Doppelbindung nicht mehr vorhanden sein. 

Zu einem vollig analogen Ergebnis fiihrte uns die energische 
katalytische Hydrierung des Hormonhydrates, welche in alko- 
holischer Lésung mit Platinoxydkatalysator in Gegenwart von 
etwas Salzsiure durchzufiihren ist. Es gelingt unter Aufnahme 


1) Diese Z. 191, 153—154 (1930). 
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von 3 Mol Wasserstoff!) die Darstellung eines neutralen Hexa- 
hydro-hormonhydrates C,gH5,-(OH); (Schmelzp. 256°), das auch 
durch sein Triacetat (Schmelzp. 135°) charakterisiert wurde. 

Wir sind noch mit der néheren Untersuchung dieser Hydrie- 
rungsprodukte beschaftigt, doch zeigt ihre Entstehung bereits mit 
Sicherheit, daB mindestens 3 Doppelbindungen im Hormon- 
molekiil und in dem des Hormonhydrats (welches gleichen 
Sittigungsgrad besitzt) vorhanden sind. — Falls die Hydrierungs- 
produkte sich als voll gesaéttigte Alkohole erweisen sollten, wiirde 
ihre Entstehung ein Beweis dafiir sein, daB im Hormonmolekiil 
vier Ringe vorhanden sind und dieser Befund wiirde das Vor- 
liegen einer Dihydronaphtolkonfiguration im Sinne der Arbeits- 
hvypothese I ausschlieBen. Es sind aber Anhaltspunkte vorhanden, 
da in den Hexahydroderivaten noch eine schwer hydrierbare 
Doppelbindung vorhanden ist, ihren Nachweis betrachten wir als 
wichtige Aufgabe, um die endgiiltige Entscheidung zwischen den 
beiden Moéglichkeiten zu fallen, ob im Hormonmolekiil drei oder 
vier Ringe vorhanden sind. 

Fiir den Charakter der im Hormon vorhandenen Doppel- 
bindungen ist es von sehr groBer Bedeutung, daB eine ganze Reihe 
von Versuchen uns die ausgesprochene Indifferenz simtlicher 
Doppelbindungen gegeniiber fast allen Nachweisreaktionen ge- 
zeigt haben. 

Nur die enolische Bindung ist durch Halogenanlagerung und 
durch eine Farbreaktion mit Tetranitromethan nachzuweisen; 
alle wbrigen Doppelbindungen reagieren weder mit Halogen 
und Halogenwasserstoff noch sind sie (wie am Beispiel des 
Dihydro-desoxohormons zu erkennen ist) durch eine Gelbfarbung 
mit Tetranitromethan ausgezeichnet; besonders wichtig er- 
scheint uns die in wiederholten Versuchsreihen am Hormon, am 
Hormonhydrat und ihren Derivaten festgestellte Indifferenz aller 
Doppelbindungen gegeniiber Benzopersiure und die Beob- 
achtung, daB der Methylaither des Hormonhydrates gegen 
Kaliumpermanganat in der Kalte weitgehend stabil ist; auch 
durch Reduktion mit Natrium und Athylalkohol ist das Hydrat 
nicht zu verandern. 


1) Wird die Wasserstoffaufnahme wahrend der Hydrierung gemessen, 
so ergibt sich zumeist eine Absorption von 3,5—4 Mol Wasserstoff; dieser 
Mehrverbrauch ist darauf zuriickzufiihren, daB neben dem Hexahydroderivat 
weitere Hydrierungsprodukte entstehen, deren Charakterisierung nicht 
abgeschlossen ist, die aber wahrscheinlich fiir die Konstitutionsbestimmung 
des Hormons von gréBerer Bedeutung sein werden. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCVIII. 11 
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Die systematische Untersuchung der katalytischen 
Hydrierbarkeit der Doppelbindungen hat zu einem ahnlichey 
Resultat gefiihrt. Wir haben versucht, das Hormon, sein Hydrat 
und ihre Derivate unter wechselnden Bedingungen, in neutraler 
und saurer Lésung, mit Palladium- und Platinmohr, sowie mit 
Platinoxyd zu hydrieren; aus vielen, mit kleinen Substanzmengen 
durchgefiihrten Versuchsreihen haben wir den sicheren Schlug 
gezogen, daB sémtliche Doppelbindungen des Hormons gegeniiber 
hydrierenden Einfliissen auBerst bestandig sind. Nur besondere 
Bedingungen gestatten die Absittigung von drei Doppelbindungen 
zu den oben besprochenen Hexahydroderivaten. 

Bei der Besprechung des sauren Charakters des Hormons 
haben wir auseinandergesetzt, welche Griinde uns zuerst an die 
Moglichkeit denken lieBen, daB im Follikelhormon ein aromatischer 
Kern vorhanden ist; wir glauben, daB in der groBen Reaktions- 
trigheit der im Hormonmolekiil vorhandenen Doppelbindungen 
ein weiterer Hinweis auf ihren aromatischen Charakter liegt. 

Da uns bis vor kurzem bei den verfiigbaren Substanzmengen 
ein oxydativer Abbau des Hormons noch nicht erfolgversprechend 
schien, haben wir versucht, durch naheres Verfolgen der opti- 
schen Befunde am Hormon und seinen Derivaten einen weiteren 
Anhaltspunkt fiir das Vorliegen eines Benzolringes zu erhalten. 
Das Follikelhormon ist durch ein charakteristisches Absorp- 
tionsmaximum bei 280—285 my ausgezeichnet, ein gleichartiges 
Spektrum lieferte uns das Hormonhydrat, in dem die Car- 
bonylgruppe nicht zugegen ist!); besondere Bedeutung messen 
wir der Beobachtung bei, da8 auch das Dihydro-desoxo- 
hormon, dessen Spektrum wir in Fig. 1 wiedergeben, noch durch 
ein gleiches Absorptionsmaximum bei 280—285 my ausgezeichnet 
ist.2) Damit ist gezeigt, daf fiir dieses Absorptionsmaximum 
weder die Carbonylgruppe, noch die enolische Doppelbindung ver- 
antwortlich ist, sondern jene ungesattigte Gruppierung, welche 
die Stabilitéit der Enolgruppe bedingt und welche durch die In- 
differenz der Doppelbindungen ausgezeichnet ist: aus der vor- 
liegenden Literatur?) ist ersichtlich, daB bei aliphatischen Ver- 
bindungen mindestens drei Doppelbindungen zueinander in Kon- 
jugation stehen miissen, damit eine Absorption in dem betreffenden 
Wellenbereiche auftritt, bei vielen aromatischen Verbindungen 


1) Vgl. 7. Mitteilung. 
*) Die optischen Messungen verdanken wir Herrn cand. chem. Pallutz. 
8) Helvet. chim. Acta. 1, 15 (1932); Landolt-Bérnstein, Tabellen. 
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liegt die durch den Benzolring bewirkte Absorption (welche von 
den vorhandenen Substituenten stark beeinfluBt werden kann) 
im gleichen Gebiet. — Erwartungsgema8 zeigen die Hexahydro- 
derivate des Hormons keine entsprechende Absorption mehr.?) 
Qs - 
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Absorptionsspektrum des neutralen Dihydrodesoxohormons 129°. 
0,02°/, in absolutem Alkohol. 








Wenn auch das Ergebnis der vorliegenden Versuche fiir das 
Vorhandensein der Gruppierung eines Dihydronaphtols (I) noch 
nicht als beweisend gelten kann, so glauben wir doch, daB ein 
hoher Grad von Wahrscheinlichkeit fiir das Vorliegen eines 
aromatischen Kernes und einer enolischen Doppel- 
bindung im Hormonmolekiil spricht. Zur Sicherung dieser An- 
nahme bedarf es vor allem des noch fehlenden Nachweises der 
vierten Doppelbindung.’) 


Erweiterung der Arbeitshypothese. — Uber mégliche Formeltypen 
des Follikelhormons. 

LaBt sich die Arbeitshypothese sichern, da8 im _ Follikel- 
hormon ein aromatischer Kern und eine enolische Doppelbindung 
vorhanden sind, so wiirde aus seinem Wasserstoffgehalt auf das 
Vorhegen eines Dreiringsystems im Hormonmolekiil zu 
schheBen sein. Die Annahme, da der dritte (hydrierte) Ring 
des Hormons ebenfalls einen mit den iibrigen kondensierten Sechs- 
ring darstellt, wiirde in Erweiterung der in den Formeln VI und VII 
wiedergegebenen Arbeitshypothese dazu fiihren, im Follikelhormon 
das Geriist eines partiell hydrierten Phenanthrensystems’?) 
anzunehmen. Die Formulierungen VIIa oder VIIIb wiirden dem 
Bau des Hydrates, [Xa oder IXb dem des Hormons entsprechen. 





1) Es erscheint iiberraschend, daB im vorliegenden Falle eine in Kon- 
jugation zum Benzolring stehende Doppelbindung die Absorptionsverhalt- 
nisse nicht wesentlich beeinflussen soll; mit der Priifung dieser Frage wollen 
wir uns beschaftigen. 2) Vgl. dazu die Ausfiihrungen auf S. 165. 

3) Ein Anthracengerist erscheint uns aus Griinden der relativen 
Stellung der drei Hydroxylgruppen des Hydrates zueinander und zum Benzol- 
ring viel weniger wahrscheinlich, wenn auch nicht ausgeschlossen. 

11* 
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Der Rest —C,H, muBte in einer oder in mehreren Seiten- 
ketten, deren Konstitution und Stellung') unbekannt ist, gebunden 
sein; die Formulierungen VIII und IX wiirden aber fordern, daf 
am C,, bzw. C,, der Ringverkniipfung eine Seitenkette abzweigt, 
die das nie beobachtete Aromatischwerden des mittleren Ringes 
unter Abspaltung von Wasser oder Wasserstoff verhindern wiirde; 
hier lige dann zugleich das zu fordernde weitere Asymmetrie- 
zentrum. — Es ist méglich, daB sich in dem Rest —C,Hg, eine 
Methyl- und eine Isopropylgruppe verbirgt, diese Annahme 
erscheint uns im Hinblick auf die Verbreitung dieser Seiten- 
ketten in entsprechenden Naturstoffen als eine wahrscheinliche. 
Wir wollen nicht unerwihnt lassen, daB das Follikelhormon durch 
die Entwicklung solcher Vorstellungen in Beziehung treten kénnte 
zu einer gréBeren Zahl ahnlich gebauter Naturstoffe, so zum 
Reten, in dem ein Methyl-isopropyl-phenanthren vorliegt, oder 
zu den mehr oder weniger weitgehend hydrierten Systemen’) 
dieser Art, wie sie in der Abietinséure, dem Fichtelit u. a. 
aufgefunden wurden.) 


1) Vgl. Anmerkung I, S. 156. 

2) Vgl. u. a. Ruzicka, Helvet. chim. Acta. 18, 1402 (1930); 14, 233, 
546 (1931); Levy, Ber. chem. Ges. 62, 2497 (1929). 

3) Es sei noch daran erinnert, daB die Zusammensetzung des krystalli- 
sierten maénnlichen Sexualhormons, welches die Entwicklung des Hahnen- 
kammes bedingt, durch die vorlaufige Formel C,,H,,0, wiedergegeben wurde. 
Das Hormon ist nach bisherigen Ergebnissen ein gesattigtes Oxyketon, sein 
Grundkohlenwasserstoff C,,H,, kann nur drei hydrierte Ringe enthalten. 
Es ist anzunehmen, daB in ihm ein gleichartiges (gesattigtes) Ringsystem 
vorliegt, wie im Follikelhormon [vgl. Z. angew. Chem. 44, 905 (1931)]. 





x) 
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Diese Formeltypen erscheinen uns geeignet, alle bisher vor- 
jiegenden Beobachtungen zu deuten, sie vermégen auch eine [ir- 
klarung dafiir zu geben, warum von den 4 Doppelbindungen eine 
sich offenbar dem Nachweis entzieht; gerade beim Phenanthren- 
system?) und seinen Derivaten, beim Reten?) und Chrysen®) 
ist tibereinstimmend beobachtet worden, daB sich eine der vor- 
handenen aromatischen Doppelbindungen aus sterischen Griinden 
nur unter sehr extremen Bedingungen (Anwendung von Nickel- 
katalysator, 3709 und 120 Atm.) absiattigen laBt. Diese Doppel- 
bindung ist whberdies indifferent gegeniiber Halogen, Kalium- 
permanganat und Salpetersiure und die Tendenz zu ihrer Aus- 
bildung macht sich in der leichten Dehydrierung der perhydrierten 
Stoffe geltend.*) Wir nehmen an, da8 gleiche sterische Griinde im 
vorliegenden Falle den Nachweis der 4. Doppelbindung erschweren. 

Die entwickelte Arbeitshypothese zeigt klar den Weg, auf 
dem sie experimentell zu bestatigen ist; unsere bisher geschilderten 
Versuche sind stets unter Beriicksichtigung der Grenzen aus- 
gewahlt worden, die uns durch die schwere Zuginglichkeit des 
Materials gezogen waren. Wir sind nunmehr durch reduktiven 
und oxydativen Abbau des Hormons zu krystallisierten Derivaten 
gekommen, tiber deren Bau wir bald zu berichten hoffen. 


Die vorliegende Arbeitsreihe wurde am 12. Marz 1932 ab- 
geschlossen, seit Mitte Januar haben wir unsere Versuche der 
hier entwickelten Arbeitshypothese untergeordnet. Wir hitten 
uns weniger leicht zu ihrer Publikation in dem Rahmen der bisher 
gesicherten Versuchsergebnisse entschlossen, wenn die _ Vor- 
stellungen, zu denen uns unsere rein chemischen Experimente 
fihrten, nicht vor ganz kurzer Zeit durch rein physikalische 
Messungen auf das beste erginzt worden wiren. — Ende Marz 
erzahlte uns Herr Professor Haldane, Cambridge, anlaBlich eines 
desuches in Géttingen von Ergebnissen, die Dr. J. D. Bernal, 
Cambridge, durch krystallographische und réntgenogra- 
phiseche Messungen an Hormon- und Hormonhydratkrystalli- 
saten G. F. Marrians erzielt hat. Herr Professor Haldane 


1) Schmidt u. Ipatiew, Ber. chem. Ges. 40, 4240 (1907); 41, 997 (1908). 

*) Liebermann u. Ipatiew, Ber. chem. Ges. 22, 780 (1889); 42, 
2096 (1909). 

(1909) 

3) J. v. Braun, Ber. chem. Ges. 65, 885 (1932). 

*) Bamberger, Bildung von Dehydrofichtelit aus Fichtelit, Ber. chem. 
Ges, 22, 3363 (1889). 
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brachte zum Ausdruck, daB die — vollig ohne Kenntnis unserer 
chemischen Arbeiten — durchgefiihrten physikalischen Unter. 
suchungen Bernals zu der tiberraschenden Erkenntnis gefiihrt 
hitten, daB die ermittelten Dimensionen des Molekiils unvereinbar 
sind mit der Anordnung eines Vierringsystems, wie es in den 
Sterinen und dem Pregnandiol!) vorliegt, sondern daB die 
krystallographischen Daten eindeutig auf ein Dreiringsystem etwa 
nach Art des partiell hydrierten Phenanthrens hindeuten. 

Wir konnten Herrn Professor Haldane zum Ausdruck 
bringen, daB unsere bisherigen chemischen Versuche mit dieser 
Auffassung in guter Ubereinstimmung stinden. | 

Inzwischen ist auch eine vorliufige Ver6ffentlichung?) der 
sehr wichtigen Arbeit von J. D. Bernal in unsere Hinde gelangt; 
wir erblicken in ihr eine besonders schéne Bestatigung unserer 
nur auf chemischen Umsetzungen beruhenden Arbeitshypothese, 
insbesondere da Bernal zu dem SchluB kommt, daB das partiell 
hydrierte Phenanthrenringsystem wahrscheinlicher ist als das 
Anthracenringsystem und da8 der Bautypus des Triphenyls oder 
Phenylnaphthalins ebenso ausgeschlossen erscheint, wie der des 
Pregnandiols; die Annahme Bernals, da die saure Hydroxyl- 
gruppe auf der entgegengesetzten Seite des Ringsystems steht, 
wie die Carbonylgruppe wiirde von unseren Formeltypen VIII 
und IX der Anordnung VIIIb und [Xb den Vorzug geben. 


Die Ergebnisse von Bernal sind auch durch N. K. Adam 
und seine Mitarbeiter?) mit der Ausmessung monomolekularer 
Filme des Hormons bestatigt worden. 


Die Deutsche Forschungsgemeinschaft und die 
Schering-Kahlbaum, A.-G. Berlin haben durch ihr grofes 
Entgegenkommen die Durchfiihrung der vorliegenden Versuchs- 
reihen ermdéglicht; wir sprechen dafiir unseren besonderen 


Dank aus. 


Beschreibung der Versuche. 


Semicarbazon des Follikelhormons. 26 mg _ Follikelhormon. 
Schmelzp. 250° dargestellt aus Hormonhydrat, wurden nach den 
Angaben von Butenandt und Hildebrandt’) in etwa 50°, 


1) Ber. chem. Ges. 64, 2529 (1931). 
2) Chemistry a. Industry 51, Nr. 12 vom 18. Marz 1932, S. 259. 
5) A. Butenandt u. F. Hildebrandt, Diese Z. 199, 265 (1931). 
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Alkohol mit Semicarbazidhydrochlorid und Natriumacetat um- 
gesetzt. Das Semicarbazon begann nach 2—3 Stunden in langen 


— Nadeln zu krystallisieren, die nach ungefaihr 36 Stunden filtriert 
bar wurden. P ~~ 

ia Mehrmaliges Umkrystallisieren aus reinem Alkohol fiihrte zu 
mm einem konstanten Schmelzpunkt des Semicarbazons von 257—258° 
am (unter Zers.). 

Alle bisher durchgefiihrten Analysen gaben fiir C und N zu 
wi niedrige Werte, auch nachdem die Substanz zur Verbrennung 
i mit Kupferoxyd oder Kaliumbichromat gemischt wurde. Es ist 

moglich, daB das Semicarbazon !/, Mol Krystallwasser fest bindet, 
™ mehrere ubereinstimmende Analysen wiirden mit dieser Annahme 
“a cut vereinbar sein; z. B.: 
in : 5,000 mg Substanz (im Vakuum bei 100° iiber P.O; getrocknet) gaben 
| 12,450 mg CO, und 3,56 mg H,O. 2,445 mg Substanz lieferten 0,267 ccm N 
se, (27°, 750 mm Hg). 
ell Gef. C 67,91°/, H 7,979, N 12,10°/, 
™ C,9H.;02N; Ber. ,, 69,75 > 7,65 , 12,84 
er C,,H.,0.N,:}H,O Ber. ,, 67,89 » 7,84 ,» 12,48 
les In der physiologischen Auswertung erweist sich das Semi- 
vl- carbazon als unwirksam. 
at, Das Semicarbazon ist wie das Follikelhormon selbst in 
Il §— alkalische Lésung tiberzufiihren, aus der es langsam mit Ather 
| extrahiert werden kann. 
ns Monomethylather des Follikelhormons.') 50 mg_ krystalli- 
- siertes Follikelhormon (Schmelzp. 252—254°, Wirksamkeit 6 bis 
7 Millionen ME) wurden in 25 ccm 30°/, wiBriger Kalilauge heiB 
gelést und nach dem Erkalten unter Hinzufiigen von 10 ccm 
lie Dimethylsulfat 1/, Stunde auf dem Wasserbad gekocht. Das aus 
eg der alkalischen Lésung ausfallende Reaktionsprodukt wurde nach 
g- dem Verdiinnen mit Wasser filtriert. 2maliges Umkrystallisieren 
o) fF aus reinem Alkohol fiihrte zu einem konstanten Schmelzp. 168,5 
bis 169°. Ausbeute: 45 mg an reinem Monomethylather. 

Der Methylather ist in Alkali unléslich und erweist sich als 

stabil gegen Kochen mit verdiinnten Saéuren und Alkalien. — 
™ Mit Tetranitromethan in Chloroform liefert er eine orangegelbe 
a Firbung, die gegeniiber der gelben Farbe, welche das Hormon 
) _ selbst mit dem Reagens liefert, vertieft ist. 


1) Vgl. E. A. Doisy u. Mitarbeiter, J. of biol. Chem. 91, 796 (1931). 
Schmelzpunkt des erhaltenen Monomethylathers des Hormons 165° (Sinte- 
rung 163°). 
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Semicarbazon des Hormonmethylathers 168,5°.1) 9 mg des 
Hormonmethylathers 168,5° wurden in Alkohol gelést und mit 
einer alkoholisch-waBrigen Lésung von Semicarbazidhydrochlorid 
und wasserfreiem Natriumacetat versetzt. Nach 2 Tagen wurden 
die ausgeschiedenen weiBen Nadeln filtriert und aus reinem 
Alkohol umkrystallisiert. Das Semicarbazon zeigte einen kon- 
stanten Schmelzpunkt von 267° (unter Zersetzung und vorheriger 
Sinterung bei 263°). 

3,220 mg Substanz (bei 100° im Vakuum iiber P,O,; getrocknet) gaben 
nach Vermischen mit Kaliumbichromat 0,341 ccm N (18,5°, 739mg Hg) 

0,695 mg (!) Substanz gaben 0,500 mg AgJ. 

CyoH,,0.N, Ber. N 12,31%, OCH, 9,1°/, 
Gef. ,, 12,06 » 9,5 


Monomethylither des Hormonhydrates.*) 60 mg Hormon- 
hydrat (Schmelzp. 272—273°), gelést in wenig Methylalkohol, 
wurden etwa 60 Stunden lang mit einem groBen Uberschu8 von 
aitherischer Diazomethanlésung umgesetzt. Nach Extraktion des 
alkaliunléslichen Methylaithers aus schwach alkalisch gemachter 
Reaktionslésung und <Aufarbeitung des Atherextraktes wurde 
das Rohkrystallisat (Schmelzp. 156—170°) im Hochvakuum bei 
0,002 mm Hg und 140—160° destilliert.*) Der Schmelzpunkt des 
gut krystallisierten Destillates hegt bei 159—160° (Sinterung 156°), 
er andert sich nach dem Umkrystallisieren aus Alkohol nicht mehr. 


Die optische Drehung in Pyridin: 


[x]p = + 30,13° (4,685 mg, « = 0,07°), [x]p = + 30,20° 
(15,5 mg, « = 0,234°). 


3,214 mg Substanz (im Vakuum bei 100° iiber P,O,; getrocknet) gaben 
nach Vermischen mit CuO 8,910 mg CO, und 2,550 mg H,O. 
2,771 mg Substanz gaben 2,230 mg AgJ. 


1) Entsprechend erfolgte die Darstellung der Semicarbazone vom 
Acetat des Hormons und vom Benzoat des Hormons. Ihre Zersetzungspunkte 
ermittelten wir bei 265° bzw. 278°. Vgl. auch Z. angew. Chem. 44, 905 (1931). 

2) Vel. A. Butenandt u. F. Hildebrandt, Diese Z. 199, 203 (1931). 

°) Nur nach einer vorsichtigen Destillation im Hochvakuum sind wir 
zu einheitlichen Krystallisaten vom konstanten Schmelzpunkt gekommen. 
Beim Umkrystallisieren des nicht destillierten Rohproduktes beobachteten 
wir stets noch eine zweite Fraktion, die sich langsam um 170° verfliissigt. 
Es ist méglich, daB es sich um ein Krystallisat handelt, welches 14/, Mol 
Krystallwasser fest bindet, doch méchten wir seine Einheitlichkeit nicht als 
gesichert ansehen. Bei der analytischen Priifung fanden wir im Mittel von 
3 Analysen: 73,0°/) C, 8,7°/, H, 10,1°/, OCH, (C,gH2693, 14, Mol H,O ver- 
langt 73,3°/, C, 8,4°/) H, 9,99°/, OCH;). 
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. = C\pH,0, Ber. C 75,449/, -H 8,679/, | OCH, 10,3°/, 

t Gef. ,, 75,61 » 8,88 » 10,6 

i § Der Methylather erweist sich als bestindig gegen Sauren 
n und Alkah. 

uo — Darstellung des Hormonmethylathers 169° aus dem Methylather 
\- des Hormonhydrates durch Wasserabspaltung. 20) mg Hormon- 
r [ hydratéther 159° wurden in einer Hochvakuumretorte mit 


Kaliumbisulfat immig gemischt, in einer Kohlenséureatmosphire 
2 Stunden lang im Metallbad bei 152—156° erhitzt und dann im 
. # Hochvakuum bei 0,002 mm Hg von 170—220° langsam destilliert. 
_ Dreimaliges Umkrystallisieren des Destillates aus reinem Alkohol 
fihrte zu einem Produkt mit einem konstanten Schmelzpunkt’ 
von 168,5°. 

Eine Mischprobe mit Hormonmethylather 168,5—169° (dargestellt nach 
Doisy) gab den Schmelzp. 168,5°. 


2,280 mg Substanz (bei 100° im Vakuum iiber P,O, getrocknet) gaben 


‘ nach Mischen mit CuO: 6,700 mg CO, und 1,770 mg H,0O. 

. C,9H.,0. Ber. C 80,24°/, H 8,51°/, 

r Gef. ,, 80,14 », 8,69 

Zur weiteren Identifizierung wurde das Semicarbazon dieses Hor- 
I monmethylathers 168,5° bereitet und mit dem beschriebenen Semicarb- 
5 azon des Hormonmethylathers verglichen; es zeigte einen konstanten Schmelz- 


| punkt 267° (unter Zers.). 
Die Mischschmelzprobe lag bei der gleichen Temperatur. 


Desoxofollikelhormon C,,H,,-OH. 26 mg Hormonsemicarb- 
azon (Schmelzp. 258—259°) wurden im Bombenrohr mit etwa 
20—50 mg Natriumiéthylat (1Na:12C,H;,OH) 20 Stunden auf 
180—200° erhitzt. Das Reaktionsprodukt wurde mit Wasser und 
Alkohol herausgelést, die alkalische Losung mit verdiinnter 
Schwefelséure kongosauer gemacht und die ausgefallenen Flocken 
in Ather aufgenommen. Das Rohkrystallisat, einmal mit sehr 
wenig Kohle in Alkohol aufgekocht, wurde aus verdiinntem 

Alkohol bis zum _ konstanten Schmelzpunkt umkrystallisiert. 
Schmelzap. 129—129,5°. 
2,828 mg Substanz, iiber P,O; im Hochvakuum bei Zimmertemperatur 
| vetrocknet, gaben 8,680 mg CO, und 2,410 mg H,0. 
| C,.H,0 Ber. C 84,3°/, H 9, 
Gef. ,, 83,7 » 9, 
Das Desoxoderivat (,gH,,O ist in verdiinntem Alkali wie das 
krystallisierte Follikelhormon selbst in der Warme léslich und ist 
erst nach dem Ansaduern aus der Lésung wieder zu fallen. 
Mit Tetranitromethan in Eisessig liefert es eine gelbe Fiairbung. 


&0/ 
5°/o 
5 
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Methylather des Desoxohormons 129,59: Etwa 3mg_ Desoxo. 
hormon wurden mit Dimethylsulfat und Alkali in der Hitze behandelt. Das 
aus alkalischer Lésung ausgefallene Reaktionsprodukt wurde nach dem 
Abfiltrieren aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 71,5 
(Sinterung 68°). 

Der Methylather krystallisiert in glinzenden Nadeln. Zur qualitativen 
Orientierung wurde mit 0,592 mg Substanz eine Methoxylbestimmung durch. 
gefiihrt, die 12,4°/, OCH, ergab. (Ber. 11,5 °/,.) 

Darstellung des methylierten Desoxohormons C,,H,,-OCH, aus dem 
Monomethylather des Follikelhormons. 22 mg Hormonmethylather 
169° wurden in KEisessig mit amalgamiertem Zink und Salz- 
siure 7 Stunden unter starkem Kochen reduziert. 

Das mit Wasser gefillte Reaktionsprodukt wurde mit Ather 
extrahiert und nach haufigem Waschen mit Alkali aufgearbeitet. 
Mehrmaliges Umkrystallisieren aus verdiinntem Alkohol fiihrte zu 
glinzenden Nadeln vom konstanten Schmelzp. 72°. 

2,650 mg Substanz (im Hochvakuum bei Zimmertemperatur getrocknet) 
lieferten 8,185 mg CO, und 2,350 mg H,O. 

Ci9H.,0 Ber. C 84,44°/,  H 9,71°/, 
Gef. ,, 84,24 »» 9,92 

Eine Mischschmelzprobe mit dem Methylather des Desoxohormons, 
Schmelzp. 71,5° lag bei der gleichen Temperatur. Der Methylather liefert 
mit Tetranitromethan in Eisessig eine deutlich erkennbare Gelbfarbung. 

Dihydrodesoxofollikelhormon C,,H,;-OH. 380 mg krystallisiertes 
Follikelhormon (Schmelzpunkt 250—251°) wurden in wenig Kis- 
essig gelést und nach Zusatz von amalgamiertem Zinkblech 
und Salzsiure 7 Stunden unter hiufigem Erginzen des Eisessig- 
Salzsiuregemisches gekocht. Nach dem Erkalten wurde mit 
Wasser stark verdiinnt und mit Ather extrahiert. Der Ather- 
extrakt wurde griindlichst mit Alkali gewaschen, er lieferte nach 
dem Verdampfen des Athers gut krystallisierte neutrale Anteile, 
die aus verdiinntem Alkohol mehrmals umkrystallisiert wurden, 
bis sie einen konstanten Schmelzpunkt von 129° zeigten. 

Dihydrodesoxohormon krystallisiert in feinen Nadeln, die 
sich auch bei langerem Kochen nicht in alkalische Lésung iiber- 
fiihren lassen; es gibt mit dem bei 129,5° schmelzenden Desoxo- 
hormon eine Depression von 5°. 

2,715, 2,307 mg Substanz (im Hochvakuum bei Zimmertemperatur 
iiber P,O, getrocknet) gaben 8,310, 7,065 mg CO, und 2,446, 2,080 mg H,0. 

C,<H,,0 Ber. C 83,62°/, H 10,18°/, 
Gef. ,, 83,48, 83,52°/, » 10,08, 10,09 

In der physiologischen Auswertung erweist sich das Dihydro- 

desoxoderivat 129° als unwirksam. — Sein Ultraviolett-Ab- 
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' sorptionsspektrum (Figur) zeigt ein gut ausgepriigtes Maximum 
len be 280—283 mu. Mit Tetranitromethan in Chloroform zeigt es 
1.59 keinerlei Farbung. 

Benzoat des Dihydrodesoxohormons: Mit 38mg Sub- 
stanz wurde ein Benzoat in Pyridin und Benzoylchlorid unter 
Erhitzen angesetzt. Die neutralen Anteile der ausgeitherten 


Reaktionslésung krystallisierten in langen, seidenweichen Nadeln, 


Ven 
rch. 


| 
o die aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert den Schmelzp. 166 
Iz- bis 167° hatten. 
| Hexahydrohormonhydrat. 493 mg Hormonhydrat (Schmelz- 
ler punkt 279°) wurden in 380cem Alkohol gelést,. mit 10 Tropfen 
et. 9 konzentrierter Salzsfure und 179 mg Platinoxydkatalysator ver- 
Zl setzt und 24 Stunden in einer Wasserstoffatmosphire geschiittelt. 
Es wurden 204 ccm Wasserstoff aufgenommen. In einem Blind- 
et) versuch wurde die Wasserstoffmenge ermittelt, welche von einer 
gleichen Menge desselben Katalysators unter den Bedingungen 
der Reaktion verbraucht wurde, sie betrug 60 ccm. Aus der Ab- 
_ sorption von 144ccem Wasserstoff durch die Substanz berechnet 
“4 sich die Aufnahme von etwa 8,5 Mol Wasserstoff pro Mol Hydrat. 
Zur Aufarbeitung wurde die vom Katalysator befreite Re- 
ag aktionslésung mit 70 cem Ather versetzt und mit 5°/,iger waBriger 
g- Kalilauge durchgeschiittelt; die atherische Losung wurde nach 
h dem griindlichen Waschen mit Wasser sich selbst tiberlassen, bis 
, [Edie Ausscheidung des Hexahydrohormonhydrates beendet war.’) 
+ Das bei 220—225° schmelzende Rohprodukt wurde aus verdiinntem 
" Alkohol umkrystallisiert bis zum konstanten Schmelzpunkt von 
h @ 255—256° (unkorr.). — Das Hydrierungsprodukt ist in Alkali 
. ff  unléslich und zeigt keine charakteristische Absorption im Ultra- 
" violett. Ausbeute: 20—25 mg. 
4,138 mg Substanz gaben 11,130 mg CO,, 3,870 mg H,0. 
-_ C,.H5,03 Ber. C 73,34°/, H 10,26°/, 


Gef. ,, 73,36 » 10,47 


Triacetat des Hexahydrohormonhydrates: bereitet 
(lurch 11/,stiindiges Erhitzen des Hydrierungsproduktes mit Kssig- 
siureanhydrid; umkrystallisiert aus verdiinntem Alkohol, lange 
prismatische Nadeln vom Schmelzp. 135°. 


1) In der atherischen Mutterlauge finden sich weitere Hydrierungs- 
produkte, mit deren Charakterisierung wir beschaftigt sind. 
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4,531 mg Substanz gaben 11,340 mg CO,, 3,500 mg H,0. 

CoH 6% Ber. C 68,52°/, H 8,649/, 

Gef. ,, 68,26 » 8,64 

Versuche ein Ketonderivat des perhydrierten Follikelhormons 
C,,H,,O0 zu erhalten.') 12 mg Follikelhormonacetat wurden nach; 
den Angaben von Butenandt!) hydriert. Das im Hochvakuun 
destilherte Reaktionsprodukt vom Schmelzp. 105° (Sinterung 95°) 
wurde in iblicher Weise mit Semicarbazidhydrochlorid und 
Natriumacetat zu einem Semicarbazon angesetzt. 

Es konnte nach 8tagigem Stehen keine Krystallabscheidung 
erhalten werden. Die beim Zusatz von Wasser erfolgte amorphe 
Fallung wurde im Hochvakuum sublimiert und erwies sich als 
Ausgangsmaterial vom Schmelzp. 95—100°. 

Titrationen mit Benzopersdure.*) Hs wurde die Einwirkung 
von Benzopersiiure in Chloroformlésung auf Follikelhormon- 
methylather, Hormonhydrat, Hormonhydratacetat und -methyl- 






























ather bei 0° und bei 18° titrimetrisch verfolgt. Stets wurde ver- : 
gleichsweise eine Kontrollreaktion mit Ergosterin und eine Kon- : 
trollprobe von reiner Benzopersiaure titriert. Die Titration erfolgte 
mit Thiosulfat gegen Jod. 
Beispiele: } 
1]. 21,5 mg Ergosterin, 65 Stunden bei 0°, verbraucht: 
2,56 mg O = 2,8 * pro Mol (theor.: 3). ( 
2. 18,5 mg Follikelhormon-methylather, 70 Stunden bei 0° verbraucht: . & 
0,256 mg O = 0,38 F. Die Aufarbeitung lieferte 55°/) reinstes Ausgangs- | 
material zuriick. | 
3. 20,8 mg Hormonhydrat-acetat, 22 Stunden bei 0° und p 
27,4 mg Hormonhydrat-acetat, 70 Stunden bei 18° verbrauchten keine 
Benzopersiure: 0 F. Es wurde Ausgangsmaterial zuriick- . 
erhalten. é 
Hormonhydrat selbst verbraucht bei dieser Reaktion 
scheinbar 1 Mol Benzopersiure, die Aufarbeitung der Reaktions- 
losung zeigte jedoch, daB es sich lediglich um den Verbrauch von 
1 Mol Jod handelt, das an die Enolgruppe addiert wird. Die 
Aufarbeitung ergab nur das Jodanlagerungsprodukt des 
Hydrates (Zersetzungspunkt um 200°), weleches noch zu charakte- 
risieren ist. 
Beispiel: 25,6 mg Hydrat, 66 Stunden bei 0°, aus dem zuriicktitrierten 
Jod berechnet sich 1,3 ~. i | 
. 
1) Vgl. diese Z. 191, 154 (1930). , | 
*) Zur Methodik: H. Meyer, Analyse und Konstitutionsermittlung. fg 


Berlin 1931, S. 663. 
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Adenosintriphosphorséure und Co-Zymase. 


Von 


Hans v. Euler und Ragnar Nilsson. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. April 1932.) 


Die Entdeckung von Lohmann, da Adenosintriphosphor- 
siiure imstande ist, als Co-EKnzym zu wirken, hat es notwendig 
semacht, in neuen Untersuchungen die Co-Enzymwirkung der 
Adenosintriphosphorsiiure mit derjenigen der Co-Zymase zu ver- 
cleichen. 

Die kohlenhydratabbauenden Systeme, welche bis jetzt unter- 
sucht wurden, sind die Zymase der Hefe und der glykolytische 
Knzymkomplex des Muskels. Da sowohl Hefe als Muskel Co- 
Zymase und Adenosintriphosphat enthalten, besteht zwischen 
diesen beiden Systemen kein solcher Unterschied, dafB man a 
priori annehmen kénnte, daB das Co-Knzymsystem in beiden 
Killen verschieden sei. 

Lohmann, welcher anfangs zum Ergebnis kam, da’ das 
System Mg + Adenosintriphosphat als Co-Knzym wirke, und zwar 
sowohl bei der Giirung als bei der Glykolyse im Muskel, beob- 
achtete spiiter, daB bei der Giirung die Co-Zymase immerhin eine 
bedeutend stiirkere Aktivierung hervorruft. Er spricht sich nun- 
mehr dahin aus, daf hier eine Spezialisierung vorliegt und dab 
das System Mg + Adenosintriphosphat als das eigentliche Co-Enzym 
der Muskelglykolyse zu betrachten sei, wiihrend diese Annahme 
sich nicht auf die Girung iibertragen 1iBt. 

Es diirfte nunmehr als sichergestellt gelten, daB bei Glucose- 
abbau in der Hefe nur die Co-Zymase die volle Giirungsaktivierung 
hervorruft. Die beim Adenosintriphosphat konstatierte Giirungs- 
heschleunigung ist von einer ganz anderen GréBenordnung als die- 
jenige, welche mit Co-Zymase erhalten wird. (Auch die aus Muskel 
hergestellte Co-Zymase hat nach einigen ReinigungsmaBnahmen 
eine kriiftigere Giirungsbeschleunigung als die Adenosintriphosphor- 
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siure.) Beim Vergleich der Co-Zymasewirkung  verschiedeney 
Adenosintriphosphatpriiparate zeigte es sich schlieBlich, daB die 
Co-Zymasewirkung derselben sehr verschieden war und dab in 
einem Fall ein hochgereinigtes Adenosintriphosphatpriparat iiber- 
haupt keine giirungsbeschleunigende Wirkung besaB.') 

Unsere Untersuchung bezieht sich diesmal auf die Glykolyse: 
Qualitativ haben wir die Befunde Lohmanns bestiitigen kénnen, 
Hinsichtlich der Aktivierung der autolysierten und dialysierten 
Muskelextrakte sind unsere Resultate mit der Auffassung Loh- 
manns nicht ohne weiteres vereinbar. 


Versuche (gemeinsam mit D. Burstrém). 


Zur Darstellung der Muskelextrakte sowie zu ihrer Inakti- 
vierung durch Dialyse oder Autolyse, haben wir die von Lohmann’) 
angewandte Methodik genau eingehalten. In allen Versuchen 
wurden Hungerfrésche (Temporarien) benutzt. 

Bei den Milchsiurebestimmungen wurde die Enteiweibung 
nach Lohmann mittels Schwefelsiiure + Natriumwolframat vor- 
genommen. Die Destillation wurde in der von Lehnartz?) he- 
schriebenen Apparatur vorgenommen. Bei der Titrierung wurde 
zu jeder Probe 0,1 g KJ zugesetzt, um die Empfindlichkeit der 
Jodstiirkereaktion*) zu erfiillen. Die Aufspaltung der Acetaldehyd- 
Bisulfitverbindungen geschah durch Zusatz von Borax. Es ist 
eine zwar bekannte, aber nicht genug beachtete Tatsache, dab die 
quantitative Bestimmung der Milchsiiure und die dazu aus- 
gearbeiteten Methoden auf theoretisch sehr unsicheren Grundlagen 
beruhen. Auch die sogenannte chemische Bestimmungsmethode, 
welche in dieser Untersuchung angewandt worden ist, darf keines- 
wegs als eine speziell auf Milchsiiure eingestellte analytische 
Methode betrachtet werden. Wir wollen hier besonders die Aut- 
merksamkeit auf die Unsicherheit richten, welche dadurch entsteltt, 
daB die von Eiweif und Kohlenhydraten befreiten Proben, aui 
Grund der zeitraubenden analytischen Methoden nicht selten zu 
lange stehen miissen, bevor die Analyse abgeschlossen werden 
kann. Wir haben somit z. B. in mehreren Fillen nachgewiesen, 
daB der mit dieser Methode bestimmte Milchsiuregehalt einer 
und derselben Lésung sich bis 100°/, iindern konnte, nachdem 
die Lisung bei Zimmertemperatur iiber Nacht gestanden hatte. 





1) Biochem. Z. 237, 452 u. 459 (1931). 
*) Diese Z. 184, 1 (1929). 
*) Treadwell, Lehrbuch der analytischen Chemie 8. 557. 
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er Reproduzierbare Resultate kann man dagegen erhalten, wenn 

lie die Proben im Kilteschrank bewahrt, und erst unmittelbar vor der 

in Destillation wieder auf Zimmertemperatur gebracht werden. 

‘Y- Zu den Phosphorsiurebestimmungen haben wir uns der gravi- 
metrischen Methode von Embden!’) bedient. Die Hydrolyse wurde 

e: nach Lohmann?) in 1/n-HCl ausgefiihrt. 

n, Die Adenosintriphosphorsiiure wurde zu allen Versuchen aus 

en dem Calciumsalz gewonnnen, welches wir Herrn Professor Dr. 

h- G.Embden verdanken. Das zu allen Glykolyseversuchen verwendete 


(o-Zymasepriiparat war durch Reinigung auf ACo = 72000 ge- 
bracht worden. 
Tabelle 1. 




















- Extrakt 1,5 Stunden dialysiert. Zu jeder Probe 6 mg Glykogen + 0,4 mg Mg 
}) als MgCl,. Reaktionsdauer 3 Stunden. Temperatur 20°. 
n ss ARS A RCO RR ARRAS CONS ESTE 
Nr. 2ccm Extrakt + 1 ccm Zusatze mg Milchsaure 
1g igri ‘ ie 7 ‘ 
‘a ] 0,067 mg adenosintriphosphorsaures Ca 1,97 
r 2 0,22 mg - 3,64 
Pe 3 0,67 mg - 5,14 
le 4 0,093 mg Co-Zymase 1,97 
. 5 0,31 mg ‘a 3,41 
Y 6 0,93 mg i 4,71 
i. 7 Ohne Zusatz 2,05 
st 


Die stark aktivierende Wirkung der Co-Zymase ist in diesem 
wit dialysierten Muskelsaft angestellten Versuch auffallend. Die 
(‘o-Zymase deren ACo, wie erwihnt, 72000 betrug, befand sich 
sicher nicht im UberschuB, im Vergleich mit der zugesetzten Menge 


’ Adenosintriphosphorsiiure. 

; Nach Lohmanns Auffassung wirkt die Co-Zymase als Akti- 
. vator bei der Glykolyse nur in dem MaB, als sie (enzymatisch) zu 
. Adenosintriphosphorsiiure synthetisiert wird. Die Fihigkeit eines 


solchen Muskelextraktes, diese Synthese durchzufiihren, verschwindet 
nach Lohmann in einem Muskelextrakt durch dessen Autolyse 
und besonders durch Dialyse schneller als die Fihigkeit, durch 
Zusatz von Adenosintriphosphat zur Milchsiiurebildung aktiviert 
zu werden. Die experimentelle Stiitze fiir diese Auffassung liegt 
darin, daB nach Lohmann solche Extrakte durch Adenosintri- 
phosphat zur Milchsiurebildung aktiviert werden, dagegen nicht 
durch Co-Zymase. 


1) Diese Z. 113, 138 (1921). 
2) Biochem. Z. 202, 466 (1928). 
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Wenn man annimmt, daB Lohmann damit den genetischen 
Zusammenhang zwischen Co-Zymase und Adenosintriphosphat ge. 
funden hat, so liegt eine Méglichkeit vor, die Adenosintriphosphat- 
synthese durch Zusatz von anorganischem Pyrophosphat zu fordery 
nach der Gleichgewichtsgleichung: 

Adenosinphosphorsiiure (Co-Zymase) 
+ Pyrophosphat 2 Adenosintriphosphorsiure. 

In den folgenden Versuchsreihen haben wir Vergleiche an- 
gestellt zwischen den aktivierenden Wirkungen der Co-Zymase 
und der Adenosintriphosphorsiure, und zwar mit und ohne Zusatz 
von anorganischem Pyrophosphat. 


Tabelle 2. 
Extrakt 3 Stunden dialysiert, hierauf 20 Stunden bei 0 inaktiviert. 
Zu jeder Probe 6mg Glykogen + 0,4 mg Mg (als MgCl,). Temp. 20°. 

















mg Milchsaure 
Nr. 2ccm Extrakt + 1,0 ccm Zusatze aan 1 
0 Std.) 3 Std. 
] — 0,79 | 0,81 
2 | 0,31 mg Co-Zymase , 1,16 
3 0,22 mg adenosintriphosphorsaures Ca «2101 
4 0,95 mg Na,P,0, 0,80 
5 0,31 mg Co-Zymase + 0,95 mg Na,P,O; «1,16 
6 (0,22 mg adenosintriphosphors. Ca + 0,95 mg Na,P,0, 1,05 


Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, ist der Muskelextrakt 
bei der Vorbehandlung stark geschwiicht worden, und wird be- 
ziiglich der Milchsiurebildung nicht mehr wesentlich aktiviert. 
weder von Co-Zymase noch von Adenosintriphosphorsiure. Be- 
merkenswert ist, daB in diesem Versuch mit einem durch Dialyse 
in typischer Weise geschwiichten Enzym die Co-Zymase eher eine 
stiirkere aktivierende Wirkung hat, als die Adenosintriphosphor- 
siiure. 

Dialysiert man den Muskelextrakt gegen Wasser, so treten 
Flockungserscheinungen ein, welche eine Inaktivierung des glykoly- 
tischen Enzymes zur Folge haben. Bei unseren Versuchen traten 
diese Flockungserscheinungen mit der darauffolgenden Inakti- 
vierung regelmiBig auch bei kiirzerer Dialyse gegen isotonische 
Kaliumchloridlésungen auf. Bei der Fortsetzung der Versuche 
sind wir deswegen zur Anwendung eines Muskelextraktes iiber- 
gegangen, in welchem der Aktivator durch Autolyse bei 20° zer- 
stért worden war. 
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hen Tabelle 3. 
ge. Extrakt 3 Stunden bei 20° inaktiviert. Zu jeder Reaktionsmischung 6 mg 
at. Glykogen + 0,4 mg Mg (als MgCl,). 



































ern NERS 
\r 2,0cem Extrakt + 1,0 ccm sg Milchadure seteede ee 
, Zusitze 0 Stunden Mittel 3 Stunden | Mittel 
- 5,67 5,73 | 5,70 5,72 5,70 | 5,71 
an- 2 | 0,31 mg Co-Zymase 8,56 9,02 | 8,79 
ase 3 | 0,22 mg adenosintriphos. Ca 7,92 7,52 | 7,72 
~~ 4 | 0,95 mg Na,P,O, 6,10 5,78 | 5,94 
atz 5 | 0,31 mg Co-Zym. + 0,95 mg | 
Na,P,0, 9,10 9,33 | 9,22 
6 | 0,22 mg adenosintriphos. Ca 
+ 0,95 mg Na,P,0, 7,68 (7,77 | 7,73 
0. Wie ersichtlich, hat die Co-Zymase auch in diesem Versuch 
eee eine ausgesprochen aktivierende Wirkung auf die Glykolyse, und 
ure iibertrifft in dieser Hinsicht weit die Adenosintriphosphorsiiure. 
td Der Zusatz von anorganischem Pyrophosphat verursacht eine nicht 
’ unbedeutende Aktivierung der Milchsiiurebildung in Gegenwart von 
3] (o-Zymase, dagegen nicht in Gegenwart von Adenosintriphosphor- 
i siure. Kine unbedeutende Aktivierung trat bei dieser Versuchsreihe 
~ auch durch alleinigen Zusatz von anorganischem Pyrophosphat auf. 
16 Diese Versuchsreihe wurde wiederholt. 
D5 
7 Tabelle 4. 
amt Extrakt 2 Stunden bei 20° inaktiviert. Zu jeder Reaktionsmischung 6 mg 
he- Glykogen + 0,4 mg Mg (als MgCl,). Versuchstemperatur 20°. 
ert, = 
Be- Nr 2,0 ccm Extrakt + 1,0 ccm mg Milchséure 
- Zusitze 0 Stunden |Mittel 3 Stunden | Mittel 
ine F iinisiasiapianin ee SRE PAE NNN ORO 
or- _ 3,67 3,68 3,68 | 342 342 3,42 
2 | 0,31 mg Co-Zymase | 7,03 7,02 7,03 
— 3 | 0,22 mg adenosintriphos. Ca | 5,06 5,12 5,09 
4 | 0,95 mg Na,P,0, 353 3,72 3,63 
ly- B 5 | 0,31 mg Co-Zym. + 0,95 mg | 
ti 6 | 0,22 mg adenosintriphos. Ca | | 
” | + 0,95 mg Na,P,0, | 5,56 5,42 5,49 
che @& | | 
che Wie friiher wurde auch in diesem Versuch die bessere Akti- 
er- @ vierung mit der Co-Zymase erhalten. Die Aktivierung mit an- 
er- @ organischem Pyrophosphat ist nun am ausgeprigtesten in der 


_ Reaktionsmischung mit der Adenosintriphosphorsiiure. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCVITI. 12 
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Lehnartz?) hat zuerst gezeigt, da® in Muskelextrakt, welcher 
mit Muskeladenylsiure versetzt ist, letztere zur Adenosintriphos- 
phorsiiure synthetisiert wird. Der Mechanismus dieser Reaktion 
ist insofern unaufgeklirt, als fiir das Kintreten der Synthese ein 
Glykogenzusatz notwendig ist. Lohmann?) hat die interessante 
Beobachtung gemacht, daB ein Zusatz von gereinigter Hefe-('o- 
Zymase zu einem Muskelextrakt in Gegenwart von Glykogen eine 
Vermehrung der Pyrophosphatfraktion verursacht. Er betrachtet 
die Tatsache als eine Stiitze fiir seine Auffassung, daB die Co- 
Zymase im Muskelextrakt zu Adenosintriphosphorsiure um- 
geformt ist. 

Es erschien uns wiinschenswert, iiber diese Verhiltnisse eine 
eigene Erfahrung zu gewinnen. Das bei unseren Versuchen ver- 
wendete Co-Zymasepriiparat hatte urspriinglich den Reinheitsgrad 
ACo = 110000, hatte aber bei der Ausfiihrung des Versuches nur 
mehr 20°/, seiner urspriinglichen Aktivitit iibrig. 


Tabelle 5. 


Extrakt 1 Stunde dialysiert. Zu jeder Reaktionsmischung 0,4 mg Mg 
(als MgCl,). Temp. 20% Reaktionsdauer 20 Minuten. 



































. ail 
3 “=e. FP 
3 a, ee 1a 
Nr. 2,0 ccm Extrakt + 1,0 ccm . P,, | Pao a2 l a? | 
Zusitze = = | |» 
” . ae 
Ay Pa 
1 — 3,00 | 3,03 | 3,01 | 0,03 |—0,02 | —0,05 
2 -- 3,02 | 3,02 | 3,02] 0,00 | 0,00} 0,00 
3 | 6mg Glykogen 3,08 | 3,00 | 3,02 |—0,08 | 0,02 | —0,10 
4 | 6mg i 3,06 | 2,95 | 3,00 ]—0,11 | 0,05 | —0,16 
5 | 6mg ‘ + Co-Zymase 
mit 1,45 mg P,O, 2,84 | 3,28]3,51] 0,44] 0,23] 021 
6 | 6 mg Glykogen + Co-Zymase 
mit 1,45 mg P.O, 2,82 | 3,28 | 3,51] 0,46] 0,23 | 0,23 


Nach dem Vorgang von Lohmann haben wir in obiger 
Tabelle die Pyrophosphatfraktion nach der Formel berechnet: 
Py — Pair. pest. — (Ps — Pr) 


Bei den von Lehnartz ausgefiihrten Versuchen iiber die Um- 
wandlung der Muskeladenylsiiure in Adenosintriphosphorsiure fand 


1) Diese Z. 184, 1 (1929). 
*) Biochem. Z. 241, 67 (1931). 
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eine Bildung von Kohlehydratphosphorsiureestern nicht statt. 
Eine Zunahme der Pyrophosphatfraktion kann in einem solchen 
Fall einwandfrei nachgewiesen werden. Bei den Versuchen von 
Lohmann dagegen, wie auch bei den hier mitgeteilten Versuchen, 
findet eine nicht unbetriichtliche Kohlehydratveresterung statt. 
Dieser Umstand veranlaBt, da8 der Hydrolysenwert nach 7 Minuten 
auch die wahrend der ersten 7 Minuten aus den Kohlehydrat- 
phosphorsaureestern abgespaltene Phosphorsiiure einschlieBt. 


Lohmann bringt deswegen eine empirische Korrektion an 
‘Ps, — Pz, deren Berechnungsweise nicht eingehender angegeben 
ist. Darin liegt offenbar ein Unsicherheitsmoment, weil wir damit 
die Voraussetzung einfiihren, da’ die Hydrolysengeschwindigkeit 
der gebildeten Kohlehydratphosphorsiureester bekannt ist. Unter 
der Annahme, daB gleichzeitig keine noch unbekannten Ester ge- 
hildet worden sind, diirfte indessen die Pyrophosphatfraktion auf 
diese Weise nicht zu hoch bestimmt worden sein. Ob diese Zu- 
nahme der Pyrophosphatfraktion eine Bildung von Adenosin- 
triphosphorsiure aus der Co-Zymase bedeutet, ist eine noch nicht 
endgiiltig entschiedene Frage. Zur endgiiltigen Entscheidung 
dirften hier noch weitere Versuche, darunter auch solche priipara- 
tiver Art, notwendig sein. 

Die Annahme von Barrenschen und Filz’), daB die Ab- 
spaltung des Ammoniaks mit der Aufspaltung der das Co-Enzym 
einschlieBenden Pyrophosphatfraktion parallel geht, kann auf Grund 
der hier vorliegenden Versuche nicht diskutiert werden. Line 
Phenylendiaminwirkung im Sinne von Zuckerkandl?) kommt 
hei der Glykolyse als Ersatz der Co-Zymasewirkung keinesfalls 
in Betracht. 

Die in der ausgezeichneten Untersuchung von Herm. O. L. 
Fischer) konstatierten Eigenschaften, besonders die leichte 
Kondensierbarkeit des Monophosphorsiiure-Glycerinaldehyds steht 
mit unserer Auffassung iiber die Rolle dieses Stoffes bei der Auf- 
spaltung der 6-Kohlenstoffkette*) in Ubereinstimmung. Es bleibt 
nun die Teilreaktion zu ermitteln, in welche eventuell das Adeno- 
sintriphosphat direkt als Co-Enzym eingreift. Kine direkte Be- 


1) Biochem. Z. 240, 409 (1931). 
2) Zuckerkandl u. Messiner-Klebermass, Biochem. Z. 239, 
172 (1931). 
8) Ber. chem. Ges. 65, 337 (1932). 
*) Euler u. Nilsson, Skand. Arch. Physiol. 59, 201 (1980). 
12* 
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ziehung zwischen dem hohen PO,-Gehalt des Adenosintriphosphates 
zur Phosphorylierung ist dabei in Erwigung zu ziehen. 


Zusammenfassung. 


Die experimentellen Befunde Lohmanns?) beziiglich der (Co. 
Enzymwirkung bei der Muskel-Glykolyse kénnen wir qualitatiy 
bestiitigen, insofern auch nach unseren Versuchen sowohl die (o- 
Zymase als die Adenosintriphosphorsiiure imstande ist, die Milch- 
siurebildung im Muskelsaft zu aktivieren. 

Dagegen besteht eine Differenz zwischen Lohmann und uns 
hinsichtlich der quantitativen Befunde: Wihrend Lohmann zum 
Ergebnis kommt, da8 die Adenosintriphosphorsiure der Hefen-(o- 
Zymase an aktivierender Wirkung stark iiberlegen ist und dab 
die letztere unter Umstiinden ganz unwirksam ist, haben wir die 
(o-Zymase bei der Muskel-Glykolyse in dialysierten und in auto- 
lysierten Extrakten mindestens gleichwertig als Co-Enzym ge- 
funden, zuweilen sogar der Adenosintriphosphorsiure iiberlegen. 
Fiir die von Lohmann und fiir die in diesem Institut gefundenen 
Tatsachen haben wir bis jetzt keine befriedigende und einheitliche 
Deutung gefunden. Wir kénnen uns bis jetzt nicht Lohmanns 
Auffassung anschlieBen, daB die Hefen-Co-Zymase nur als Vor- 
stufe des Glykolyse-Co-Enzyms (als ,,Pro-Co-Enzym*“) wirkt, indem 
sie die Bildung von Adenyltriphosphorsiiure erméglicht. 


In diesem Zusammenhang soll zuniichst betont werden, dab 
der EinfluB der Induktion bei der Glykolyse noch nie beachtet 
worden ist, obwohl es von der Chemie der alkoholischen Giirung 
her bekannt ist, daB hochaktive Co-Zymasepriiparate sich gegen- 
iiber der Apo-Zymase vollstiindig unwirksam erweisen kénnen, 
nimlich in solchen Fallen, in denen man die Induktionszeit nicht 
durch Zusatz von Hexose-di-Phosphorsiiure verkiirzt hat. Man 
kann tatsiichlich in den Versuchen von Lohmann gewisse Belege 
oder wenigstens Anhaltspunkte dafiir finden, da auch bei der 
Glykolyse im Muskel eine Induktion eintritt. 

Wie aus dieser Tabelle von Lohmann ersichtlich, kann z. B. 
eine Co-Zymasemenge, welche an sich unwirksam ist, die Milch- 
siiurebildung aktivieren, wenn gleichzeitig Hexosediphosphorsiiure 


1) Biochem. Z. 141, 67 (1931). 
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lates zugesetzt wird. Man vergleiche hierzu besonders die Versuche 5 
und 8 der Tab. 6 in welchen die Aktivatorwirkung der Co-Zymase 
Tabelle 6. 

Co. mg Milchsaure gebildet 
ts t} 2 Py en — ee 
2 ‘ ii Versuchsansiatze Extrakt | Extrakt 
a Extrakt -++ Glykogen + Mg 31/, Stdn. 5 Stdn. 
ch- dialysiert | dialysiert 

uns l eee 0 | O 
eur 2 + 0,04 mg Ap. 0,31 0,07 
pe : 3 + 0,04 mg Ap. + Hexosediphosphat 1,84 0,33 
“Co- 4 + 0,2 mg Ap. 2,44 1,54 
dab 5 + 0,5 mg Co-Zymase 0,03 _ oO 
lie 6 + 0,1 mg Co-Zymase + Hexosediphosphat 110 | O 
ut 7 + 0,2 mg Co-Zymase + Hexosediphosphat 1,59 0,07 
“ 8 + 0,5 mg Co-Zymase -++ Hexosediphosphat 1,94 0,93 
Be i) + 0,04 mg Ap. + 0,1 mg Co-Zymase 0,48 0 
sen. 10) + 0,04 mg Ap. + 0,2 mg Co-Zymase 0,68 0 
nen II + 0,04 mg Ap. + 0,5 mg Co-Zymase 1,11 0 


iche ; - 
nt erst auf Zusatz von Hexosediphosphorsiiure hervortritt. Eine ihn- 


Pie. liche Wirkung wie die Hexosediphosphorsiiure scheint auch die 
Adenosintriphosphorsiiure auszuiiben; schon eine kleine Menge 
derselben, welche an und fiir sich eine unbedeutende Milchsiure- 
hildung hervorruft, laBt die Co-Enzymwirkung der Co-Zymase her- 
vortreten (vgl. hierzu die Versuche 2,5 und11 der obigen Tabelle). 

Beziiglich der Girung schreibt Lohmann (a.a.O. 8. 86), daB 


dei 


dab hei Gegenwart von Adenosintriphosphorsiiure ein Zusatz von 
htet Hexosediphosphorsiure nicht im selben MaB zur Aufhebung der 
— Induktion erforderlich ist. 

ail Da die Praparate von Adenosintriphosphorsiure aller Wahr- 
— scheinlichkeit nach Co-Zymase als Verunreinigung enthalten’), 
icht so liegt die Méglichkeit vor, daB die Co-Enzymwirkung der bei- 
“— semengten Co-Zymase durch die induktionsaufhebende Wirkung 
. der Adenosintriphosphorsiiure zum Vorschein kommt. Im selben 
aie 


Extrakt kann die Wirkung auch von griéBeren Mengen Co-Zymase 
bei nicht aufgehobener Induktivn ausbleiben. 


1) Nilsson u. Euler, Diese Z, 204, 204 (1932). 











Uber das Auftreten ungekuppelter Gallensduren 
in menschlicher Galle. 


Von 


Rudolf Sch8nheimer, Edmund Andrews und Leo Hrdina. 


(Aus der Chirurgischen Abteilung der University of Chicago.') 
(Der Redaktion zugegangen am 11. April 1932.) 








Soweit bekannt, kommen in der Galle der Siugetiere die 
Gallensiuren nur in gekuppelter Form (Bindung mit Glykokoll 
und Taurin) vor. Es gibt zwar einige Anhaltspunkte dafiir, das 
auch ungekuppelte Siiuren in gewisser Menge auftreten kénnen, 
ein sicherer Beweis ist bisher aber noch nicht erbracht worden. 
Der Nachweis eines etwaigen Vorhandenseins von ungekuppelten 
neben gekuppelten Gallensiiuren in Menschengalle ist auBerordent- 
lich schwierig und mit den heute zur Verfiigung stehenden Gallen- 
siure-Analysen-Methoden fast unméglich. Beim Hunde ist durch 
Vergleich der Werte der polarimetrischen Methode mit der Methode 
nach Schmidt und Dart?) das Auftreten ungekuppelter Gallen- 
siiuren von Jenke®) unter besonderen Bedingungen gezeigt worden. 
Die polarimetrische Methode, die beim Hunde sehr gute Werte 
zeigt, wird beim Menschen wegen des Auftretens gréBerer Mengen 
von Desoxycholsiiure sehr unsicher. Nur unter ganz besonders 
giinstigen Bedingungen wire ein Nachweis ungekuppelter Gallen- 
siiure zu erbringen, naémlich wenn ausschlieBlich oder fast aus- 
schlieBlich diese in der Galle vorhanden sind. 

Eine solche Ausscheidung von ungekuppelten Gallensiuren, 
also von freier Cholsiure oder Desoxycholsiure war nur zu er- 
warten, wenn die Leber mehr oder weniger stark geschidigt war, 
da dieses Organ héchst wahrscheinlich der Platz ist, wo die Gallen- 
siiuren gekuppelt werden. 


1) Die Arbeit wurde mit einer Unterstiitzung der Douglas Smith Foun- 
dation for medical research of the University Chicago ausgefiibrt. 

% J. of biol. Chem. 45, 415 (1920). 
) Arch. f. exper. Path. 130, 280 (1928). 
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In einer friiheren Mitteilung') war ausgefiihrt worden, daB 


die Lésung des Cholesterins in der Galle fast ausschlieBlich durch 
' die gallensauren Salze geschieht, und dab, wenn die Gallensiiuren 
| entfernt werden, etwa durch Dialyse, das Cholesterin ausfillt. 


Wir fanden aber einige Fille von operativer Gallenfistel bei ge- 
schiidigter Leber, in denen betrichtliche Mengen von geliéstem 
Cholesterin ausgeschieden wurden, ohne daB sich mit der Methode 


yon Schmidt und Dart gekuppelte Gallensiiuren nachweisen 
' lieBen. Das deutete darauf hin, daB in diesen Gallen ungekuppelte 
_ Gallensituren vorhanden sein miiBten, besonders, da die Farb- 


reaktionen auf Gallensiuren, die allerdings nicht ganz spezifisch 
sind, positiv ausfielen. Es wurde daher der Versuch unternommen, 
die Gallenséiuren aus einer solchen Fistelgalle zu isolieren. 

Es handelte sich um einen Fall von Verschlu8 des Choledochus 
durch einen Gallenstein mit schwerem, sechs Wochen dauerndem 
Ikterus und biliirer Zirrhose. Wihrend der Operation wurde ein 
Katheter in den Gallengang eingelegt und die gesamte Galle nach 
auBen abgeleitet. Die Galle wurde gesammelt und tiglich der 
Gehalt an Cholesterin und an gekuppelten Gallensiiuren verfolgt. 
Der Gehalt an Peptidstickstoff in der Gallensiurefraktion lag 
wihrend der ganzen Versuchsperiode innerhalb der Fehlergrenzen 
der Methode. Da mit Sicherheit noch 50 mg gekuppelte Gallen- 
siure in 100 ccm Galle bestimmt werden kénnen (der normale 
Gehalt ist etwa 2000 mg) muBte die Menge auBerordentlich gering 
sein. Trotzdem waren groBe Mengen von Cholesterin vorhanden, 


- Aus 800 com Galle wurden aber Mengen von ungekuppelter Chol- 


siure und Desoxycholsiure isoliert, die durchaus in der Lage ge- 
wesen sind, dieses Cholesterin in Lésung zu halten. Es wurden 
insgesamt etwa 3 g isoliert, und da bei der Isolierung und Reim- 
gung mindestens 40—50°/, verloren werden, mu8 die urspriing- 


' lich vorhandene Menge noch viel gréBer gewesen sein. Es konnte 


in unserm Fall mit Sicherheit ausgeschlossen werden, daB etwa 


_ durch Fermente’) oder Bakterien die gekuppelten Gallensiuren 
| aufgespalten waren, da der Gehalt an Amino-Stickstoff vor der 
| Hydrolyse normal war und sehr viel geringer als der Stickstoff- 
_ gehalt, der hatte vorhanden sein miissen, wenn Glykokoll oder 


Taurin abgespalten wire. 


ee 


) Schénheimer u. Hrdina. Proz. soc. exp. Biol. 28, 944 (1931). 
*) Die auBerordentlich geringe Verbreitung von Fermenten, die ge- 


| kuppelte Gallensiuren spalten kénnen, ist von Grassman u. Bacu, Diese Z. 
_ 198, 247 (1931) beschrieben werden. 
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Es sei in Kiirze die Aufarbeitungs-Methode geschildert: 800 ccm Galle 
mit einem Cholesteringehalt von 659 mg werden mit Alkohol enteiweiBt, 
Nach der EnteiweiBung waren 18,5 g Trockenriickstand vorhanden, die 
94,8 mg Peptidstickstoff enthielten, was etwa 1 g Gallensiiure in dem 
. Trockenriickstand entsprechen wiirde. Wenn es also gelingen wiirde, mehr 
als 1 g Gallensiiure aus diesem Trockenriickstand zu isolieren, so wire der 
Beweis erbracht, daB freie Gallensiiuren vorhanden waren. 

Der Riickstand wurde im Autoklaven bei 130° sechs Stunden mit 10°), 
Natronlauge gekocht, mit Salzsiiure neutralisiert und von dem geringen 
Niederschlag wurde abfiltriert. Die durch starkes Ansiuern ausgefillten 
Siuren (6,84 g) wurden abzentrifugiert, und nach Lésen in der 40 fachen 
. Menge diinnen Ammoniaks wurden mit Bariumchlorid die Fettsiuren und 
die Desoxycholsiure ausgefillt. Der Niederschlag wurde mit Natriumearbonat 
zerlegt und aus der Mutterlauge wurden die Siuren wieder mit Salzsiure 
gefallt. Die gewaschenen und getrockneten Siuren wurden zur Abtrennung 
der Fettsiiuren nach der Vorschrift von Wieland und Sorge!) 4 Stunden 
mit siedendem Xylol behandelt. Die schwer lésliche Xylol- Desoxycholsiure- 
verbindung wurde dreimal umkrystallisiert (0,94 g entspricht 0,56 g Des- 
oxycholsiinre, Schmelzp. 181°). Keine Depression des Schmelzpunktes mit 
dem kiinstlich hergestellten Produkt, Aus dem Xylol konnten 0,324 g eines 
Gemisches von Fettsiuren gewonnen werden. 

Zur Gewinnung der Cholsiiure wurde die Mutterlauge der Bariumfiillung 
angesiiuert. Der Niederschlag krystallisierte nach einigen Tagen. Zur 
Reinigung erwies es sich als nétig, ihn als Natriumsalz aus Alkohol umzut- 
krystallisieren. Nach der Riickverwandlung in die Siure und Umkrystalli- 
sierung aus Alkohol schmolz das Produkt bei 195°. Keine Depression mit 
reiner Cholsiure. Ausbeute der reinen Substanz 2,2 g. 


Es wurden also isoliert: 2,2 g Cholsiiure und 0,56 g Desoxy- 
cholsiiure, zusammen 2,76 g reiner Gallensiure. Diese Menge ist 
etwa 3mal so groB als die Menge, die maximal auf Grund der 
Amino-Stickstoffbestimmung erwartet werden konnte. Da die 
priiparative Darstellungsmethode mit einem groBen Verlust arbeitet, 
muB urspriinglich erheblich mehr vorhanden gewesen sein, Fast 
die ganze Menge war in freiem, ungekuppeltem Zustand vorhanden. 


Zusammenfassung. 


Es wurde der Versuch gemacht nachzuweisen, ob unter krank- 
haften Bedingungen die Leber auch ungekuppelte Gallensiiure 
ausscheiden kann. Bei einem Fall von menschlicher Gallenfistel 
mit biliirer Zirrhose der Leber wurden aus der Galle erhebliche 
Mengen von ungekuppelten Gallensiiuren in krystallisierter Form 
erhalten. 





4) Diese Z. 97, 1 (1916). 
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